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površino celic
Imenovanje mentorja na seji senata dne 10.11.2015
Imenovanje somentorice na seji senata dne 10.11.2015
Komisija za oceno in zagovor imenovana na seji senata dne 5.2.2018 oziroma 12.3.2018
Datum zagovora: 27.3.2018
Mentor: prof. dr. Gregor Anderluh
Somentorica: doc. dr. Marjetka Podobnik
Predsednica komisije: prof. dr. Ana Plemenitaš
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ii
Izjava
Izjavljam, da sem avtorica predloženega doktorskega dela.
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DSF diferenčna dinamična fluorimetrija (angl. di↵erential scanning fluorime-
try)
DTT ditiotreitol
E. coli Escherichia coli
EDTA etilendiamintetraocetna kislina
ETI imunski odgovor po prepoznavi efektorjev z intracelularnimi receptorji
NLR (angl. e↵ector-triggered immunity)
FPLC tekočinska kromatografija za hitro ločevanje proteinov
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Številni taksonomsko nesorodni organizmi v svoje okolje izločajo enodomenske
proteine z zgradbo  -sendviča, ki specifično prepoznajo različne komponente celičnih
membran. Nekateri med njimi so toksični tako, da v membranah tvorijo pore, drugi
pa svojo funkcijo opravijo že s samo vezavo na površino celic.
V okviru doktorskega dela smo se podrobneje ukvarjali s proteini NLP in egero-
lizini. Proteine NLP izločajo različni fitopatogeni mikroorganizmi in s specifičnim
prepoznavanjem tarčnega lipida GIPC v membranah rastlinskih celic povzročajo ne-
krozo, hkrati pa stimulirajo rastlinski imunski sistem. Z določitvijo tridimenzionalnih
zgradb kompleksov toksičnega proteina NLPPya z glukozaminom oziroma manoza-
minom smo razložili interakcijo med proteini NLP in sladkornim delom tarčnega
lipida GIPC v membranah tarčnih celic. Za študije razlik med zgradbami toksičnih
in netoksičnih predstavnikov proteinov NLP smo določili tridimenzionalno zgradbo
proteina HaNLP3. S strukturno-sekvenčno analizo smo določili pomembne aminoki-
slinske zamenjave v zankah, ki zapirajo osrednji žleb in tako pripomorejo k omejeni
plastičnosti vezavnega mesta, to pa se posledično odraža v netoksičnosti. Prav tako
smo določili tridimenzionalni zgradbi egerolizinov OlyA6 in RahU, s čimer smo obo-
gatili nabor zgradb proteinov, ki specifično prepoznavajo komponente v membrani.
Na podlagi primerjav tridimenzionalnih zgradb proteinskih družin NLP, aktino-
porinov, aktinoporinom podobnega proteina, egerolizinov, termostabilnih direktnih
hemolizinov, glivnih lektinov in proteinov NLP smo opazili razporejanje proteinov
v dve skupini: proteini, ki se vežejo na komponente membran, in proteini, ki se
ne vežejo na membrane. S podrobneǰso analizo topoloških diagramov vseh sedmih
družin smo izluščili dva strukturna motiva, ki sta drugačna kot pri podobnih  -
sendvičih, prisotnih v naravi. S tem se te družine uvrščajo v nov razred  -sendvičev,
ki se je tekom evolucije prilagodil življenjskim potrebam. S poznavanjem značilnosti
tovrstnih  -sendvičev lahko na isto osnovo združimo več vezavnih mest, kar bi v
bodoče lahko uporabili kot dostavne mehanizme ali za označevanje lipidnih skupkov
v membranah pri celični biologiji.






Many taxonomic unrelated organisms produce small  -structured proteins that
specifically bind to various cell membrane components. Some exhibit toxic activity
by forming pores in the membranes, while other elicit molecular response just by
binding to the cell surface.
In this work two protein families were studied thoroughly. NLP proteins are a
group of proteins, produced by various phytopathogenic microorganisms and cause
necrosis upon binding to target glycolipids, GIPCs, in dicot plant membranes. These
proteins also stimulate plant immune response. By determining crystal structures
of the NLPPya in complex with glucosamine and mannosamine, respectively, we
gained structural insight into the interaction between NLP proteins and glycosyl
part of GIPCs. To study di↵erences between toxic and non-toxic NLP proteins we
also determined crystal structure of non-toxic HaNLP3 protein. Close examination
of HaNLP3 structure in comparison to toxic NLPPya pinpointed a set of unique
structural features in the loops that contribute to the loss of binding site plasticity,
and therefore, HaNLP3 toxic inactivity. We also determined structures of aegero-
lysins OlyA6 and RahU, which resulted in enriching the set of protein structures
that specifically recognize cell membrane components.
Based on crystal structure comparison of NLP proteins, actinoporins, actino-
porine-like protein, aegerolysins, thermostable direct hemolysins, fungal lectins and
TLP proteins we observed general distribution to two main groups: proteins that
bind to the cell membrane components and proteins that do not. Detailed topology
analysis uncovered two structural motifs, present only in these protein families in
contrast to other similar  -sandwiches in nature. As a result, these proteins can
be classified as a new group of  -sandwiches which have adapted to their needs
through evolution. Understanding the structural properties of such  -sandwiches
together with incorporating di↵erent binding sites to the same molecular basis can
be used as delivery mechanisms or cell surface labeling in cell biology.
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1.4.1 Pojavnost  -sendviča . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
2 Namen in hipotezi . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
3 Materiali in metode . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
3.1 Materiali . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
3.1.1 Vektorji . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
3.1.2 Bakterijske celice . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
3.1.3 Antibiotiki . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
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3.2.3.6 Določevanje tridimenzionalnih zgradb . . . . . . . . . . . . . . . 31
3.2.4 Bioinformatska analiza . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33
3.2.4.1 Primerjava tridimenzionalnih zgradb . . . . . . . . . . . . . . . . 33
3.2.4.2 Primerjava aminokislinskih zaporedij . . . . . . . . . . . . . . . . 34
4 Rezultati . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
4.1 Priprava rekombinantnih proteinov . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
Kazalo xiii
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4.4 Čǐsčenje rekombinantnega proteina HaNLP3. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41
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Poglavje 1
Uvod
1.1 Rastlinski imunski sistem
Rastline so v naravi podvržene številnim stresnim dejavnikom, ki vplivajo na nji-
hovo fiziološko stanje. Med abiotske dejavnike spadajo UV sevanje, temperatura
(vročina, mraz), slanost, vrednost pH in vodni stres (suša, poplave). Zaradi sposob-
nosti pretvorbe svetlobne energije v sladkor predstavljajo bogat vir hranil in vode
tudi za mnogotere patogene organizme, npr. mikrobe, gliste, insekte in rastlinojedce













Slika 1.1: Rastlinski abiotski in biotski stresi.
Za razliko od živali pa se rastline proti neželenim vdorom patogenih organiz-
mov ne branijo s sistemskim imunskim odzivom, pač pa so tekom evolucije razvile
številne obrambne mehanizme na ravni posameznih celic [1]. V grobem sta znani dve
obrambni liniji: (i) prepoznavanje značilnih molekulskih vzorcev na mikrobih, imeno-
vanih PAMP ali MAMP (angl. pathogen/microbial-associated molecular patterns), z
uporabo ekstracelularnih receptorjev PRR (angl. pattern-recognition receptors) [2];
in (ii) prepoznavanje patogenih efektorjev v citosolu z intracelularnimi receptorji
NLR (angl. NOD-like receptors) (slika 1.2) [1, 3–6]. Efektorji se v rastlinsko celico
sprostijo pri okužbah z bakterijami preko sekrecijskega sistema tipa 3 (T3SS, angl.
type 3 secretion system), preko stilet ob okužbah z glistami ali žuželkami in preko
havstorijev ob invaziji gliv ali oomicet [7–11]. Da upočasnijo rastlinski imunski odziv,
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nekateri efektorji blokirajo prvo obrambno linijo, vseeno pa intracelularni receptorji
NLR prepoznajo bodisi same molekule efektorjev bodisi celične spremembe, ki jih
povzročijo te molekule [12, 13]. Tovrstni aktivaciji receptorjev NLR sledi t.i. imun-
ski odgovor ETI (angl. effector-triggered immunity), to pa privede do prepisovanja
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Slika 1.2: Shematski prikaz rastlinskega imunskega sistema. Patogeni organizmi, nji-
hov način infekcije rastlinskih celic in njihovi značilni molekulski vzorci MAMP so
prikazani v modrem. Po vezavi MAMP na receptorje PRR (zeleno), ki imajo bo-
disi lastno kinazno domeno (PRR RLK) bodisi se povežejo z receptorsko kinazo
SOBIR1 (oranžno) (PRR RLP-SOBIR1), pride do imunskega odgovora PTI (angl.
pattern-triggered immunity) (i). Osrednjo regulatorno vlogo pri prenosu signala igra
receptorska kinaza BAK1 (rdeče). Patogeni organizmi v rastlinske celice na različne
načine vnesejo efektorje, ki lahko zavrejo imunski odgovor PTI. Efektorje oziroma
celične spremembe, ki jih te molekule povzročijo, prepoznajo intracelularni recep-
torji NLR (roza). Sledi njihova aktivacija in imunski odgovor ETI (ii). Proteini NLP
(poglavje 1.2) predvidoma delujejo tako, da poškodujejo membrane rastlinskih ce-
lic in na ta način povzročijo nekrozo (iii). Kraǰsi peptid teh proteinov deluje kot
MAMP in ga prepozna receptorski kompleks PRR RLP23-SOBIR1-BAK1. Prire-
jeno po [15,16].
Prvo obrambno linijo v glavnem sestavljajo ekstracelularni receptorji PRR (slika
1.2) [2]. Po vezavi MAMP se aktivira citosolna kinazna domena receptorja, ki je
odgovorna za prenos signala do jedra, temu pa sledi t.i. imunski odgovor PTI (angl.
pattern-triggered immunity) [17]. Citosolna kinazna domena je lahko del receptorja
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PRR - takšni receptorji se imenujejo PRR RLK (angl. receptor-like kinase) [18]. V
kolikor receptorji PRR nimajo lastne kinazne domene - takšni receptorji se imenujejo
PRR RLP (angl. receptor-like protein), se povežejo z receptorsko kinazo SOBIR1
(angl. suppressor of bir1 1 ) [19]. Receptorji PRR RLK in PRR RLP v komple-
ksu s SOBIR1 so si tako po funkciji enakovredni. Osrednjo pozitivno in negativno
regulatorno vlogo pri obeh tipih receptorjev igra receptorska kinaza BAK1 (angl.
bri1-associated receptor kinase 1 ) [20]. Primer toksičnih proteinov, katerih 20 ami-
nokislinskih preostankov dolg peptid prepozna ekstracelularni receptor PRR RLP23
v kompleksu s SOBIR1 in BAK1, predstavlja proteinska družina NLP (angl. Nep1-
like proteins ali Necrosis- and ethylene-inducing peptide 1-like proteins) [21, 22].
1.2 Proteini NLP
Proteine NLP izločajo različni fitopatogeni mikroorganizmi in poleg stimulacije
imunskega odziva povzročajo tudi nekrozo rastlinskih celic dvokaličnic [23–25]. Naj-
bolj znani primeri teh rastlinskih škodljivcev so oomicete rodu Phytophtora in
Pythium ali glive rodu Botrytis, ki povzročajo številne bolezni na gospodarsko po-
membnih rastlinah, kot so kakavovec, soja, koruza, krompir, vinska trta, itd. (zbrano
v [26]).
Proteini NLP vsebujejo značilno domeno NPP1 (angl. necrosis-inducing Phytoph-
tora protein 1 ) z ohranjenim motivom 7 aminokislinskih preostankov GHRHDWE
[25]. Filogenetska analiza nukleotidnih in aminokislinskih zaporedij je razkrila 3
glavne tipe proteinov NLP in prisotnost le v bakterijah, glivah in oomicetah, ne
pa v vǐsjih organizmih (slika 1.3). Tip 1 se pojavlja pri vseh treh taksonomskih
skupinah, tip 2 pri bakterijah in glivah z raznolikimi življenjskimi stili, tip 3 pa je
nekoliko drugačen in ga izražajo le nekatere glive reda Ascomycota. Bakterije, glive
in oomicete, ki izražajo proteine NLP tipa 1, so povečini povezane z rastlinami, bo-
disi na simbiotski bodisi na nekrotrofski način. Nekatere glive lahko zapisujejo za
več tipov NLP [27].
Glede na raven ohranjenosti heptapeptidnega motiva, števila disulfidnih mo-
stičkov in vsebnosti domnevnega motiva za vezavo kalcijevega iona pa se proteini
delijo na 4 podtipe [27]. In sicer prej omenjenim tipom 1, 2 in 3 je dodan še tip
1a (slika 1.4), ki za razliko od ostalih nima ohranjenega heptapeptidnega motiva
in je verjetno zato netoksičen. Tipi 1, 1a in 2 imajo po vsej verjetnosti podobno
tridimenzionalno zgradbo, tip 3 pa ima zelo drugačno aminokislinsko zaporedje N-
končnega in C-končnega dela polipeptidne verige in predvidoma privzame drugačno
zvitje. Tipa 1 in 1a vsebujeta podobno regijo, ki je izpostavljena okolju in za katero
je bilo pokazano, da je ključno za toksično aktivnost proteinov NLP [28], tip 2 pa
na tem mestu vsebuje domnevni motiv za vezavo kalcijevega iona. Za tipa 1 in 1a je
značilen en ohranjen disulfidni mostiček, za tip 2 dva ohranjena disulfidna mostička,
za tip 3 pa trije. Raznolikost proteinov NLP vpliva na stopnjo njihove toksičnosti,











Tip 1 Tip 2
Tip 3
Slika 1.3: Tipi proteinov NLP in njihova razširjenost. Roza: bakterije; zeleno: glive;
rumeno: oomicete. Številke označujejo število vrst. Nekatere glive lahko zapisujejo















Tip 1 Tip 1a Tip 2 Tip 3
Slika 1.4: Shematski prikaz podtipov proteinov NLP. Modra: ohranjen heptapeptidni
motiv; roza: regija, izpostavljena okolju in ključna za toksično delovanje; rumena:
domnevni motiv za vezavo kalcijevega iona; siva: neohranjeni predeli v proteinih;
CC: ohranjen disulfidni mostiček. Prirejeno po [27].
Analiza tridimenzionalnih zgradb proteinov NLPPya oomicete Pythium aphani-
dermatum in MpNEP2 iz glive Moniliophtora perniciosa je pokazala prisotnost dveh
β-ploskev z obdajajočimi α-vijačnicami [29–31] (slika 1.5A). Pri proteinu NLPPya je
med β-ploskvama koordiniran kovinski ion Mg2+, pri koordinaciji pa sodelujejo kar
trije aminokislinski preostanki iz ohranjenega heptapeptidnega motiva H101, D104
in E106. Pokazali so, da so tako kovinski ion kot aminokislinski preostanki, ki ko-
vinski ion koordinirajo, ključni za toksičnost proteina NLPPya [30]. Heptapeptidni
motiv je tudi del 20 aminokislinskih preostankov dolgega peptida, ki ga prepozna ek-
stracelularni receptor PRR RLP23 v kompleksu s SOBIR1 in BAK1 [22] (sliki 1.5A
in B). Proteini NLP nakazujejo strukturno podobnost citolitičnim aktinoporinom
(slika 1.5C), ki po specifični prepoznavi sfingomielina v membranah tarčnih celic
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tvorijo transmembransko poro [30,32–37] (poglavje 1.3.1). NLPPya prav tako poruši
integriteto veziklov, pripravljenih iz membran rastlin dvokaličnic, zaradi česar je
















Slika 1.5: Analiza zgradbe proteinov NLP. (A) Tridimenzionalna zgradba proteina
NLPPya (oznaka PDB 3GNZ). (B) Shematski prikaz proteina NLPPya in peptida
(med aminokislinskima preostankoma 83 in 102), ki sproži rastlinski imunski odziv.
SP: signalni peptid; CC: ohranjen disulfidni mostiček. Roza in modra barva sta v
skladu z barvami iz slike 1.4. (C) Tridimenzionalna zgradba aktinoporina stiholizina
II v kompleksu s fosforilholinom (oznaka PDB 1O72). Sliki zgradb: z L1, L2 in L3
so označene zanke med  -trakovi, z rumeno liganda Mg2+ in fosforilholin (POC),
z modro  -ploskve in z rdečo ↵-vijačnice ter z zeleno peptid, ki sproži rastlinski
imunski odziv. N in C označujeta N-končni in C-končni del polipeptidne verige.
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1.2.1 Membrane rastlinskih celic
Posebnost proteinov NLP je, da povzročajo nekrozo le na rastlinah dvokaličnicah,
ne pa enokaličnicah [25]. Za razliko od membran živalskih celic je bilo delo z rastlin-
skimi lipidi zaradi njihove kompleksnosti dolgo onemogočeno, v zadnjih letih pa je
skupaj z razvojem ustrezne metodologije tudi na tem področju prǐslo do preboja. V
plazemskih membranah rastlinskih celic so prisotni fosfolipidi (30 % - 50 %), steroli
(20 % - 50 %) in sfingolipidi (6 % - 30 %) [38]. Od sfingolipidov se v membranah mo-
delne rastline Arabidopsis thaliana nahajajo glikozilinozitol fosfoceramidi ali GIPC-i
(angl. glycosylinositol phosphoceramides), glikozilceramidi in ceramidi v sestavi 64
%, 34 % oziroma 2 % [39]. V živalskih membranah so namesto teh prisotni sfingoli-
pidi, kot so sfingomielin, globozidi in gangliozidi. Osnova zgradbe GIPC-ev je tako
kot pri sfingomielinu fosfoceramid, le da je namesto holina preko inozitola vezano
različno število sladkorjev. Na podlagi števila sladkorjev se GIPC-i delijo na razrede
od 0 do F (slika 1.6) [40, 41]. V splošnem velja, da so pri enokaličnicah večinoma
prisotni GIPC-i serije B, pri dvokaličnicah pa GIPC-i serije A [42].
1.2.2 Netoksični predstavniki proteinov NLP
Nekateri predstavniki družine NLP ne povzročajo nekroze [28, 43]. Oomiceta Hya-
loperonospora arabidopsidis (Ha) je obligatni biotrofni rastlinski parazit, ki izraža
10 proteinov NLP, toda noben ne izkazuje citotoksične aktivnosti proti rastlinskim
celicam [28,44]. Celo HaNLP3 (protein NLP tipa 1) je netoksičen, čeprav vsebuje vse
aminokislinske preostanke, do sedaj določene kot nujne za toksično aktivnost [30].
Primerjava aminokislinskih zaporedij HaNLP3 in toksičnega predstavnika NLP iz
oomicete Phytophtora sojae PsojNIP je sicer pokazala, da protein HaNLP3 na N-
končnem delu polipeptidne verige vsebuje drugačen signalni peptid in dodatno re-
gijo, bogato z glutaminskimi preostanki, toda to ni ključno za izgubo toksičnosti.
Šele ob zamenjavi prvih 4 aminokislinskih preostankov regije, izpostavljene okolju
(slika 1.4), in celotne regije med ohranjenima cisteinskima preostankoma z enakovre-
dnimi aminokislinskimi preostanki iz proteina PsojNIP je HaNLP3 postal toksičen
za rastlinske celice tobaka [28] (slika 1.7).
Podobno kot toksični predstavniki je HaNLP3 sposoben sprožitve rastlinskega
imunskega odziva preko kompleksa PRR RLP23-SOBIR1-BAK1 [45,46]. Kakšna je
vloga netoksičnih proteinov NLP, ostaja nepojasnjeno.
1.3 Proteinom NLP podobni proteini
Proteini NLP po zgradbi niso podobni zgolj aktinoporinom, pač pa več proteinskim
družinam, katerih predstavniki so zgrajeni iz  -sendviča in so prav tako sposobni








































































Slika 1.6: Kemijski zgradbi glavnih predstavnikov sfingolipidov pri živalih in rastli-
nah. Polarna glava rastlinskih sfingolipidov vsebuje različno število saharidnih enot,
vezanih preko inozitola na fosfoceramidno osnovo (Cer-P). Polarna glava sfingomie-
lina, prisotnega pri živalih, sestoji iz holina. P: fosfatna skupina; Ins: inozitol; Cer:
ceramid; Heks: heksoza; HeksA: kislinski derivat heksoze; Pen: pentoza; GlcA: glu-
kuronska kislina; GlcNAc: N-acetilglukozamin; R1: funkcionalna skupina OH, NH2






Slika 1.7: Primerjava aminokislinskih zaporedij proteinov HaNLP3 (zeleno) in Psoj-
NIP (roza). Prikazana fuzija področij iz proteinov HaNLP3 in PsojNIP se je izkazala
za citotoksično. Modro označuje ohranjen heptapeptidni motiv. SP: signalni peptid;
Q: z glutaminskimi preostanki bogata regija, CC: ohranjen disulfidni mostiček. Pri-
rejeno po [28].
8 1 Uvod
vezave na površino tarčnih celic. Nekateri se samo vežejo na tarčne membrane, drugi
pa po vezavi tvorijo pore.
1.3.1 Aktinoporini
Aktinoporini so citolitični proteini, ki jih proizvajajo predvsem ožigalkarji, npr. mor-
ske vetrnice [32]. Poznanih je več tridimenzionalnih zgradb aktinoporinov, med njimi
sta najbolj poznana ekvinatoksin II (Eqt II) [33] in stiholizin II (StnII) [34] (slika
1.5C). Aktinoporini se preko številnih interakcij z določenimi hidrofobnimi in hidro-
filnimi aminokislinskimi preostanki specifično vežejo na sfingomielin [34]. Po stabi-
lizaciji vezave toksina na membrano pride do konformacijskih sprememb, oligomeri-
zacije na površini membrane in tvorbe pore [37, 47]. N-končne ↵-vijačnice predrejo
membrano in ustvarijo poro s polmerom do 2 nm [37].
1.3.2 Egerolizini
Egerolizini so enodomenski proteini z molekulsko maso od 15 kDa do 17kDa. Proizva-
jajo jih bakterije in glive, izjemoma pa jih najdemo tudi pri rastlinah in virusih [48].
Znane so tri zgradbe, in sicer proteina Cry34Ab1 in IP-1A iz bakterij Bacillus thu-
ringiensis oziroma Alcaligenes faecalis (slika 1.8A) ter PlyA iz glive Pleurotus ostre-
atus [49–51]. Nekateri egerolizini tvorijo pore sami po sebi, drugi pa za tvorbo pore
potrebujejo dodatno domeno MACPF (angl. membrane attack complex and perfo-
rin) [52, 53]. Vloga teh proteinov je še nerazjasnena, je pa za nekatere že znano,
na katere kombinacije molekul se vežejo v tarčnih membranah. Egerolizini, kot sta
OlyA in OlyA6 iz glive Pleurotus ostreatus in PlyA2 iz glive Pleurotus eryngii, se
vežejo na kombinaciji sfingomielin/holesterol ali fosfoetanolamin ceramid/holesterol
v modelnih lipidnih membranah [54–56]. Egerolizin RahU, ki ga proizvaja bakte-
rija Pseudomonas aeruginosa, se veže na sestavni del lipoproteinov z nizko gostoto,
lizofosfatidilholin, kot tudi na posebno vrsto glikolipidov, ramnolipide [57, 58].
1.3.3 Ostali
Podoben princip vezave na določeno komponento membrane, bodisi lipid ali sladkor,
imajo tudi porotvorna termostabilna direktna hemolizina TDH (angl. thermostable
direct hemolysin), pomembna virulenčna faktorja bakterij Vibrio parahaemolyticus
in Grimontia hollisae (slika 1.8B), ter predstavniki posebne družine glivnih lekti-
nov iz gliv Boletus edulis, Xeromocus chrysenteron, Agaricus bisporus in Sclerotium
rolfsii [59–66] (slika 1.8C). Slednji sicer ne tvorijo pore v membranah tarčnih celic,
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pač pa z vezavo na sladkorne komponente na površini celic povzročijo reorganizacijo
citoskeleta in tako delujejo insekticidno [63].
Zgradbo  -sendviča ima prav tako nedavno identificiran, aktinoporinom podo-
ben protein Nakanori iz glive Grifola frondosa. Tudi ta protein ne tvori por, se pa
specifično veže na membrane, ki vsebujejo kombinacijo sfingomielin/holesterol in
tako služi kot označevalec lipidnih raftov [67] (slika 1.8D). Aktinoporinom podobne
proteine predstavlja tudi po klasifikaciji CATH [68] definirana družina taumatinom
podobnih proteinov (TLP, angl. thaumatin-like proteins) [69], ki ne izkazujejo to-
ksične aktivnosti niti sposobnosti vezave na komponente celičnih membran na način,
kot prej omenjene proteinske družine. Sodelujejo pri različnih procesih obrambe in
razvoja pri glivah, rastlinah in živalih (zbrano v [70]). Znanih je več zgradb ra-
stlinskih TLP, in sicer taumatina I iz Thaumatococcus daniellii [71] (slika 1.8E),
koruznega zeamatina [72], tobačnih PR-5d [73] in osmotina [74], češnjevega alergena
Pru Av2 [75], bananinega TLP [76], krompirjevega NP24-I [77], jabolčnega aler-
gena Mal d 2 [78] in kivijevega alergena Act d 2 [79], ter zgradbi glivnih TLP, kot
sta ksilanazni inhibitor TLXI iz kvasovke Komagataella pastoris [80] in MoHrip2 iz
Magnaporthe oryzae [81].
1.4 Razlaga molekulske evolucije na podlagi
tridimenzionalnih zgradb
Temeljni cilj evolucijske biologije je s pomočjo filogenije natančno opisati potek
razvoja vseh organizmov. Poleg ugotavljanja morfoloških in fizioloških razlik med
živimi bitji se od odkritja DNA zlasti uporabljajo primerjave organizmov na genet-
ski oziroma genomski ravni [82]. Čeprav se je tovrstni način primerjave izkazal za zelo
učinkovitega, se kljub temu pojavljajo določene omejitve. Namreč v različnih vrstah
organizmov se zaradi različnih hitrosti pojavljanja mutacij, insercij in delecij razvoj
posameznih genov razlikuje, prav tako pa pride do določenih statističnih neskladij
pri primerjavi celotnih genomov zaradi prisotnosti heterogenih nekodirajočih prede-
lov [83,84]. Ko so razlike v nukleotidnih ali aminokislinskih zaporedjih prevelike, da
bi lahko kvalitetno ovrednotili njihovo medsebojno povezavo, lahko uporabimo pri-
merjave tridimenzionalnih zgradb. Tridimenzionalne zgradbe so namreč precej bolj
ohranjene kot aminokislinska zaporedja [85]. Osnovni elementi proteinskih struktur
so kompaktne proteinske domene, ki imajo lahko podobno biološko funkcijo [86]. V
okviru doktorskega dela se bomo tako osredotočili predvsem na evolucijo  -sendviča
ohranjene proteinske domene za vezavo na površino celic šestih različnih proteinskih
družin (reda velikosti 15 kDa – 25 kDa): glivnih lektinov, termostabilnega hemo-
lizina, aktinoporinov, aktinoporinom podobnega proteina Nakanori, egerolizinov in
proteinov NLP (tabela 1.1) ter dobljene rezultate primerjali z znanimi zgradbami














Slika 1.8: Tridimenzionalne zgradbe egerolizina Cry34Ab1 (oznaka PDB 4JOX) (A),
termostabilnega direktnega hemolizina (oznaka PDB 3A57) (B), glivnega lektina
ABL v kompleksu z N-acetilglukozaminom (NAG) in T-antigenom (oznaka PDB
1Y2W) (C), proteina Nakanori (oznaka PDB 5H0Q) (D) ter taumatina I (oznaka
PDB 3AL7) (E). Z rumeno sta označena liganda, z modro  -ploskve in z rdečo
↵-vijačnice. N in C označujeta N-končni in C-končni del polipeptidne verige.
1.4.1 Pojavnost  -sendviča
 -sendvič je sestavljen iz dveh  -ploskev z različnim številom  -trakov, ki so med
seboj povezani z vodikovimi vezmi. Takšna zgradba se v naravi pogosto pojavlja
in prisostvuje pri raznovrstnih bioloških funkcijah. Daleč najbolj znana zgradba
 -sendviča je imunoglobulinsko in njemu podobno zvitje z dvema topološkima mo-
tivoma grških ključev. Ti proteini sodelujejo pri različnih procesih v imunskem sis-
temu, od prepoznave antigenov do povezave med celicami s celičnimi adhezijskimi
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Tabela 1.1: Razširjenost proteinskih domen, sposobnih vezave na površino celic, in
njihove tarčne molekule v membrani. TDH: termostabilni direktni hemolizin; SM:
sfingomielin; HOL: holesterol; CPE: fosfoetanolamin ceramid; lizoPC: lizofosfati-
dilholin; GlcNAc: N-acetilglukozamin; GalNAc: N-acetilgalaktozamin. Poševni tisk:
predvidene tarčne molekule.
družina razširjenost tarčne molekule
proteini NLP bakterije, glive, oomicete glikolipid
aktinoporini morske vetrnice SM
Nakanori gliva SM/HOL




proteini TDH bakterije lipid ali sladkor
glivni lektini glive GlcNAc
GalNAc
T-antigen
molekulami (zbrano v [87]). Med proteine, podobnim imunoglobulinom, se uvrščata
tudi domeni C2 perforina in D4 pri od holesterola odvisnih citolizinih (CDC, angl.
cholesterol-dependent cytolysins), kot sta listeriolizin O iz bakterije Listeria mono-
cytogenes ali perfringolizin O iz bakterije Clostridium perfringens, ki se vežeta na
membrane tarčnih celic in tako sodelujeta pri tvorbi pore [88–90]. Prav tako so znane
številne zgradbe  -sendvičev, sposobnih opravljanja encimskih funkcij s endonukle-
azno, fosfatazno, peptidazno ali proteazno aktivnostjo (zbrano v [91–94]). Nekatere
zgradbe  -sendvičev so odgovorne tudi za prenos signala ali pa sodelujejo kot ogrodje










domena D4 listeriolizina O
domena C2 perforina
Slika 1.9: Tridimenzionalne zgradbe  -sendvičev variabilne domene težke verige
imunoglobulina IgGA2 (oznaka PDB 1IGT), imunoglobulinom podobnih domen
C2 perforina (oznaka PDB 4Y1T) in D4 listeriolizina O (oznaka PDB 4CDB; z
oranžnimi kroglicami so označeni ioni Ca2+), endonukleaze APE1 (oznaka PDB
4QH9), fosfataze PstP/Ppp (oznaka PDB 1TXO), peptidaze ekvolisin (oznaka PDB
1S2B), N-končnega dela proteaze USP7/HAUSP (oznaka PDB 1YZE), dela arestina
(oznaka PDB 3UGX) ter proteinov CipA (oznaka PDB 4B9F) in  -2-mikroglobulina




Predstavnike družine aktinoporinov proizvajajo skoraj izključno vǐsji evkarionti
(morske vetrnice in rastline) in se vežejo na membrane tarčnih celic ob prisotnosti
sfingomielina. Egerolizine, glivne lektine, termostabilni hemolizin in proteine NLP
pa v glavnem izločajo mikroorganizmi (bakterije, glive in oomicete). Za nekatere
od njih je znano, da vežejo sladkorno komponento membran. Po vsej verjetnosti so
aktinoporini evolucijsko najmlaǰsa proteinska družina. Naša temeljna hipoteza to-
rej je, da se je vezavno mesto za sfingomielin razvilo iz vezavnega mesta
za sladkorje. Namen doktorske naloge je to hipotezo potrditi z reševanjem čim
večjega števila tridimenzionalnih zgradb proteinov NLP in egerolizinov ter pridobiti
zgradbe kompleksov z ligandi, na katere se vežejo. S primerjavo zgradb proteinov
NLP, egerolizinov in preostalih štirih proteinskih družin v kombinaciji z analizo nji-
hovih topologij in geometrije vezavnih mest želimo razložiti evolucijsko ohranjenost
proteinske domene, sposobne vezave na površino celic. V primerjavo bomo kot ne-
odvisno proteinsko družino vključili tudi družino TLP, katere predstavniki sestojijo
iz  -sendviča, a ne izkazujejo sposobnosti vezave na membrane.
V sklopu naloge želimo še razložiti mehanizem toksičnosti proteinov NLP. Po-
stavili smo hipotezo, da je območje med ohranjenima cisteinskima preo-
stankoma v proteinih NLP ključnega pomena za toksičnost. Na podlagi
delecijskih mutacij določenih predelov proteina so že pokazali, da je ta regija po-
membna [28], mi pa želimo to preveriti s strukturnimi študijami in točkovnimi mu-
tacijami. Na ta način želimo podrobneje definirati pomembne aminokislinske preo-







Za transformacije bakterijskih celic E. coli smo uporabili vektor pET21c (EMD Bio-
sciences, ZDA) z vstavljenimi sinteznimi geni za proteine RahU, OlyA6, NLPPya ozi-
roma mutante NLPPya preko restrikcijskih mest NdeI in XhoI. V primeru izražanja
proteinov PlyA2 in OlyA smo uporabili vektor pET28b z ustreznima zapisoma, ki
smo jih na odsek dobili v sklopu sodelovanja z japonsko skupino prof. Toshihideja
Kobayashija iz raziskovalnega inštituta Riken [55]. Vsi zapisi so bili pripravljeni tako,
da so proteini na C-koncu vsebovali histidinsko oznako (His6). Med C-konca prote-
inov RahU oziroma OlyA6 in His6 pa smo dodali še cepitveno mesto za proteazo
TEV. V sodelovanju z nemško skupino prof. Thorstena Nürnbergerja iz Univerze v
Tübingenu smo prejeli zapis za netoksičen protein HaNLP3, vstavljenega v vektor
pPIC9K (Invitrogen, ZDA) tako, da je bilo izražanje omogočeno z dodatkom me-
tanola v gojǐsče, pred zapisom za protein pa je bilo signalno zaporedje ↵-faktor za
izločanje v medij.
Vse proteine smo izrazili v E. coli, razen HaNLP3, ki smo ga izrazili v kvasovki
Pichia pastoris.
3.1.2 Bakterijske celice
Uporabili smo bakterijske kompetentne celice E. coli BL21(DE3) in DH5↵ iz zbirke
sevov Odseka za molekularno biologijo in nanobiotehnologijo (D11) na Kemijskem
inštitutu. Za ekspresijo proteina HaNLP3 smo uporabili sev P. pastoris GS115 (In-
vitrogen, ZDA), ki smo ga z že vstavljenim vektorjem (3.1.1) prejeli iz Nemčije.
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3.1.3 Antibiotiki
Pri delu z bakterijskimi celicami, transformiranimi z vektorjem pET21c, smo upora-
bili antibiotik ampicilin. Pri delu s celicami, transformiranimi z vektorjem pET28b,
pa smo uporabili antibiotik kanamicin (tabela 3.1).





Liter trdnega gojǐsča LB je vseboval 10 g BactoTMTryptone, 5 g BactoTMYeast
Extract (oboje BD, ZDA), 10 g NaCl (Merck, Nemčija) in 15 g agarja (Calbiochem,
ZDA). Po 20-minutnem avtoklaviranju smo v gojǐsče dodali 2 mL ampicilina ali 1
mL kanamicina (tabela 3.1). Tekoče gojǐsče LB je bilo pripravljeno na enak način,
le da nismo dodali agarja in antibiotikov.
Tekoča gojǐsča TB smo pripravili tako, da smo zmešali 12 g BactoTMTryptone, 24
g BactoTMYeast Extract (oboje BD, ZDA), 4 mL glicerola (Sigma, ZDA) in dopolnili
z demi H2O do 900 mL. Pripravili smo tudi fosfatni pufer z 0,17 M KH2PO4 in 0,72
M K2HPO4 (oboje Merck, Nemčija). Po 20-minutnem avtoklaviranju smo tekočemu
gojǐsču TB sterilno dodali 100 mL fosfatnega pufra.
Liter tekočega gojǐsča SOC smo pripravili tako, da smo zmešali 20 g BactoTMTryp-
tone, 5 g BactoTMYeast Extract (oboje BD, ZDA), 0,6 g NaCl (Merck, Nemčija) in
0,5 g KCl (Merck, Nemčija).
Gojǐsča, ki smo jih pripravili za rokovanje s kvasovkami P. pastoris GS115, so
opisana v priročniku Pichia Expression Kit (Invitrogen, ZDA).
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3.1.5 Pufri
V tabelah 3.2 in 3.3 so navedeni vsi pufri, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem
delu doktorske disertacije. Pufri, ki smo jih uporabili pri čǐsčenju NLPPya, so opisani
v [29] in glede na vrstni red uporabe označeni od P1 do P5 na kromatogramu.
3.1.6 Kemikalije
Agar (Calbiochem, ZDA), amonijev sulfat (Merck, Nemčija), ampicilin (Sigma,
ZDA), BactoTM Tryptone, BactoTM Yeast Extract (oboje BD, ZDA), barvila
NuPAGE R  LDS Sample Bu↵er 4⇥, SimplyBlueTMSafeStain, Sypro R Orange pro-
tein gel stain 5000⇥ (vse Invitrogen, ZDA), dinatrijev tartrat (Sigma, ZDA), dia-
monijev hidrogen fosfat (Merck, Nemčija), DTT, EDTA (oboje Sigma, ZDA), elek-
troforezni pufer NuPAGE R  MES SDS Running Bu↵er (Invitrogen, ZDA), glice-
rol (Carlo Erba reagenti, Italija), glukozamin, gvanidinijev hidroklorid, imidazol
(vse Sigma, ZDA), IPTG, kanamicin (oboje Gold Biotechnology), KCl, KH2PO4
in K2HPO4 (vse Merck, Nemčija), ligaza T4 DNA Ligase (ThermoFisher Scienti-
fic, ZDA), LiCl (Merck, Nemčija), magnezijev acetat, manozamin, MES (vse Sigma,
ZDA), metanol (Merck, Nemčija), molekulski standard za DNA   DNA-HindIII
Digest (New England Biolabs, ZDA), N-glikozidaza F (Roche, Nemčija), natrijev
acetat (Sigma, ZDA), NaCl, NaH2PO4 in Na2HPO4 (vse Merck, Nemčija), ocetna
kislina (Sigma, ZDA), PEG 3350 (Hampton Research, ZDA), PEG 4000, PEG 6000,
PEG 8000 (vse Sigma-Aldrich, Nemčija), proteinska molekulska standarda Novex R 
Sharp Pre-Stained Protein Standard (ThermoFisher Scientific, ZDA) in Precision
Plus Protein R (BIORAD, ZDA), reagenti za kristalizacijo The JCSG Core I Suite,
The JCSG Core II Suite, The JCSG Core III Suite, The JCSG Core IV Suite, The
PACT Suite in The Cryos Suite (vsi Qiagen, Nemčija), restrikcijski encimi DpnI,
NdeI, XhoI (vse New England Biolabs, ZDA), Trizma Base in urea (oboje Sigma,
ZDA).
3.1.7 Laboratorijska oprema
Avtoklav (Kambič, Slovenija), aparatura PCR v realnem času LightCycler R  480 Sy-
stem (Roche, Nemčija), aparatura za PCR GeneAmp R  PCR System 2700 (Applied
Biosystems, ZDA), centrifuga Avanti J-E Centrifuge (Beckman Coulter, ZDA), cen-
trifuga Eppendorf Centrifuge 5415 R (Eppendorf, Nemčija), centrifuga Sorvall Lynx
4000 Centrifuge, centrifuga Heraeus Biofuge 28 RS (oboje ThermoScientific, ZDA),
centrifuga Rotina 35 R (Hettich, Nemčija), dializni črevesi Spectra/Por R  Dialysis
Membrane MWCO 6-8000 in Spectra/Por R  Dialysis Membrane MWCO 12-14.000
(oboje Spectrumlabs, ZDA), elektroforezni gel NuPAGE R Novex R  Bis-Tris Mini
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Tabela 3.2: Pufri, ki smo jih uporabili pri čǐsčenju proteinov.
pufri za Ni-afinitetno kromatografijo
protein RahU nanašalni pufer:
50 mM NaH2PO4 pH 7,5, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol
elucijski pufer I:
50 mM NaH2PO4 pH 7,5, 300 mM NaCl, 25 mM imidazol
elucijski pufer II:
50 mM NaH2PO4 pH 7,5, 300 mM NaCl, 300 mM imidazol
protein OlyA6 nanašalni pufer:
50 mM NaH2PO4 pH 8,0, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol
elucijski pufer I:
50 mM NaH2PO4 pH 8,0, 300 mM NaCl, 25 mM imidazol
elucijski pufer II:
50 mM NaH2PO4 pH 8,0, 300 mM NaCl, 300 mM imidazol
proteina OlyA in PlyA2 nanašalni pufer:
50 mM Tris/HCl pH 7,5, 250 mM NaCl, 10 mM imidazol
elucijski pufer I:
50 mM Tris/HCl pH 7,5, 250 mM NaCl, 20 mM imidazol
elucijski pufer II:
50 mM Tris/HCl pH 7,5, 250 mM NaCl, 500 mM imidazol
pufra za ionsko-izmenjevalno kromatografijo
protein HaNLP3 nanašalni pufer:
20 mM Tris/HCl pH 9,0
elucijski pufer:
20 mM Tris/HCl pH 9,0, 500 mM NaCl
pufri za velikostno izključitveno kromatografijo
protein RahU 20 mM Tris/HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 5 % (v/v) glicerol
protein OlyA6 20 mM Tris/HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 2,5 % (v/v) glicerol
protein PlyA2 20 mM Tris/HCl pH 7,5, 150 mM NaCl
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Tabela 3.3: Ostali pufri, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu.
pufer za lizo celic
egerolizini 50 mM Tris/HCl pH 7,5, 250 mM NaCl, 10 % (v/v) glicerol
pufra za dializo
protein RahU 50 mM NaH2PO4 pH 7,5, 300 mM NaCl
protein OlyA6 50 mM NaH2PO4 pH 8,0, 300 mM NaCl
pufri za CD
protein HaNLP3 20 mM fosfatni pufer pH 7,0
protein NLPPya in mutanti 20 mM MES pH 5,8
egerolizini dH2O
pufri za DSF
protein HaNLP3 20 mM natrijev acetat pH 5,0, 150 mM NaCl
20 mM natrijev fosfat pH 6,0, 150 mM NaCl
20 mM natrijev fosfat pH 7,0, 150 mM NaCl
20 mM natrijev fosfat pH 8,0, 150 mM NaCl
protein NLPPya in mutanti 20 mM MES pH 5,8, 150 mM NaCl
Gel (Invitrogen, ZDA), elektroforezni sistem XCell SureLockTMMini-Cell Electro-
phoresis System (Life Technologies, ZDA), filtri z 0,45- in 5,0-mikrometrskimi po-
rami (Millipore Merck, Nemčija), fluorimeter LS 55 Luminescence Spectrometer
(Perkin Elmer, ZDA), inkubator BTES 2 (Termomedicinski aparati, Hrvaška), in-
kubator I-45 CK (Kambič, Slovenija), kaseta za dializo Slide-A-Lyzer R  Dialysis
Casette MWCO 10.000 (ThermoScientific, ZDA), kiveta za snemanje CD-spektra
daljnjega UV območja, tip 110-QS (Hellma Analytics, Nemčija), kolone za veliko-
stno izključitveno kromatografijo Superdex R  75 10/300 GL, HiLoad R  Superdex R 
75 16/600 in HiLoad R  Superdex R  75 26/600 GL (vse GE Healthcare, Velika Brita-
nija), komplet za PCR KOD Hot Start DNA Polymerase (Novagen, ZDA), komplet
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za izolacijo DNA iz bakterijskih celic QIAGEN Plasmid mini, kompleta za izolacijo
DNA iz agaroznega gela QIAquick PCR Purification Kit in QIAquick Gel Extrac-
tion Kit (vse Qiagen, Nemčija), koncentrator AmiconUltra MWCO 5000 (Millipore,
ZDA), koncentrator Amicon R  Ultra 2 mL Centrifugal Filters 10K (Merck, Nemčija),
kristalizacijski robot Gryphon (Art Robbins Instruments, ZDA) (Odsek za bioke-
mijo, molekularno in strukturno biologijo - CIPKeBiP, Institut “Jožef Stefan”), kro-
matografski sistem Äkta FPLC (Amersham Biosciences, Velika Britanija), mešalnik
Rotamix 550 MMH (Tehtnica, Slovenija), nosilec za Ni-afinitetno kromatografijo Ni-
NTA Superflow (Qiagen, Nemčija), nosilec za ionsko-izmenjevalno kromatografijo Q
Sepharose R  FF (GE Healthcare, Velika Britanija), pH meter S20 SevenEasyTM
(Mettler Toledo, ZDA), rotorja A27-8x50 in FiberliteTM F10-4x1000 LEX, spektro-
fotometra NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 in NanoDrop One Spectropho-
tometer (vse ThermoScientific, ZDA), spektrometer ChirascanTMCD Spectrometer
(Applied Photophysics, Velika Britanija), stresalnik IS-200K (Kambič, Slovenija),
stresalnik Vibromix 314 EVT (Tehtnica, Slovenija), tehtnica Kern KB 2000-2N,
tehtnica Kern PEJ (oboje Kern and Sohn, Nemčija), termobloka CH-100 in TS-100
(Biosan, Latvija), ultrazvočni razbijalec Ultrasonic Processor (Cole-Parmer, ZDA)
in vodna kopel TW12 (Julabo, Nemčija).
3.2 Metode
3.2.1 Molekulsko kloniranje
3.2.1.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR)
Verižno reakcijo s polimerazo (PCR) smo uporabljali za pripravo ustreznih zapisov
za proteine RahU, OlyA6 in NLPPya ter za usmerjeno mutagenezo za pripravo mu-
tantov NLPPya. V skladu z navodili kompleta KOD Hot Start DNA Polymerase
(Novagen, ZDA) smo pripravili reakcijske mešanice za pomnoževanje posameznih
fragmentov (tabela 3.4). Uporabljeni oligi so zbrani v tabeli 3.5. Temperaturni pro-
fil pomnoževanja je bil: 2-minutna aktivacija polimeraze pri 95  C, 35 krogov sinteze
(posamezen krog: 20 s pri 95  C, 15 s pri 60  C, 15 s pri 70  C) in zaključevanje 7
min pri 72  C.
Mutageneza
Za uvedbo točkovnih mutacij v protein NLPPya smo mutagenezo izvedli po obja-
vljenem protokolu [98], pri čemer smo pri reakciji PCR za posamezni korak uporabili
le en začetni oligonukleotid s spremenjenim nukleotidnim zaporedjem (tabela 3.6).
Reakcijsko mešanico (50 µL) smo nastavili po navodilih kompleta KOD Hot Start
DNA Polymerase (Novagen, ZDA). Uporabili smo 100 ng matrične DNA in 20 pmol
začetnega oligonukleotida. Reakcijo PCR smo izvedli po temperaturnem profilu: 2-
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Tabela 3.4: Sestava reakcijske zmesi (PCR) za pomnoževanje zapisov DNA, ki kodi-
rajo za proteine RahU, OlyA6 in NLPPya.
komponenta količina koncentracija
matrična DNA 0,5 µL
5’-začetni oligonukleotid (10 µM) 1,5 µL 0,3 mM
3’-začetni oligonukleotid (10 µM) 1,5 µL 0,3 mM
zmes dNTP (vsakega 2 mM) 5 µL 0,2 mM
10⇥ reakcijski pufer 5 µL 1⇥
MgSO4 (25 mM) 3 µL 1,5 mM
polimeraza (1 U/µL) 1 µL 0,02 µM
dH2O 32,5 µL
50 µL
Tabela 3.5: Začetni oligonukleotidi za pomnoževanje zapisov DNA, ki kodirajo za








minutna aktivacija polimeraze pri 95  C, 18 krogov sinteze (posamezen krog: 60 s
pri 95  C, 60 s pri 55  C, 90 s pri 68  C) in zaključevanje 20 min pri 70  C. Metili-
rano verigo, ki ni vsebovala novo ustavljene mutacije, smo razgradili z restrikcijskim
encimom DpnI (New England Biolabs, ZDA). Razgradnja je potekala približno 5 h
pri sobni temperaturi. Tako pripravljene vektorske pomnožke PCR smo vstavili v









Tabela 3.6: Priprava zapisov za mutante NLPPya in uporabljeni oligonukleotidi.
mutacija izhodni konstrukt oligonukleotidno zaporedje končni konstrukt
P41A NLPPya TGCCAGCCATACGCTGCAGTCGACC NLPPya
P41A
D44N NLPPya TACCCTGCAGTCAACCCACAGGGCA NLPPya
D44N


















S96M, T97L NLPPya TACATGCCAAAGGACTCGCCGATGCTTGGCATTGGCCACCGCCACGAC NLPPya
S96M,T97L










A127W NLPPya GCGCTCTCGGCATCGUGGCACAGTGGCTACAAG NLPPya
A127W
W155A NLPPya TACAAGTCGACAGCGCCTCTGGACCAC NLPPya
W155A
W155F NLPPya TACAAGTCGACATTCCCTCTGGACCAC NLPPya
W155F
W155S NLPPya TACAAGTCGACATCGCCTCTGGACCAC NLPPya
W155S
S153H, T154S NLPPya AAGATCTCGTACAAGCATTCATGGCCTCTGGACCACGAG NLPPya
S153H,T154S




D158A NLPPya TCGACATGGCCTCTGGCCCACGAGCTGGGC NLPPya
D158A
D158E NLPPya ACATGGCCTCTGGAACACGAGCTGGGCTT NLPPya
D158E
D158F NLPPya TCGACATGGCCTCTGTTCCACGAGCTGGGCTT NLPPya
D158F
D158K NLPPya TCGACATGGCCTCTGAAACACGAGCTGGGCTTC NLPPya
D158K
D158L NLPPya TCGACATGGCCTCTGCTCCACGAGCTGGGCTT NLPPya
D158L
D158N NLPPya ACATGGCCTCTGAACCACGAGCTGGG NLPPya
D158N
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3.2.1.2 Agarozna gelska elektroforeza
Za analizo in čǐsčenje molekul DNA smo uporabili 0,8 % - 1 % agarozno gelsko
elektroforezo. Velikosti molekul smo ocenili na podlagi standarda   DNA-HindIII
Digest (New England Biolabs, ZDA). Elektroforeza je potekala pri napetosti 100 V
približno 45 min. Molekule DNA smo obarvali z etidijevim bromidom.
3.2.1.3 Izolacija DNA iz agaroznega gela
Molekule DNA smo iz agaroznega gela izolirali po navodilih proizvajalca kompletov
QIAquick PCR Purification Kit ali QIAquick Gel Extraction Kit (oboje Qiagen,
Nemčija).
3.2.1.4 Rezanje DNA z restriktazami
Fragmente DNA in vektor pET21c smo rezali z restriktazama NdeI in XhoI (oboje
New England Biolabs, ZDA). Sestava reakcijskih zmesi za restrikcijo molekul DNA
je opisana v tabelah 3.7 in 3.8.
Tabela 3.7: Sestava reakcijske zmesi za restrikcijo fragmentov DNA.
komponenta količina
fragment DNA 46 µL
XhoI (20 U/µL) 3 µL
NdeI (20 U/µL) 3 µL
100⇥ BSA 1 µL
10⇥ reakcijski pufer 10 µL
dH2O 37 µL
100 µL
3.2.1.5 Ligacija konstruktov DNA v plazmidne vektorje
Fragmente, očǐsčene iz agaroznega gela (poglavje 3.2.1.3) in rezane z ustreznimi re-
striktazami (poglavje 3.2.1.4), smo ligirali v vektor pET21c, ki je bil rezan z istim
setom restriktaz. Sestava reakcijske zmesi za ligacijo je navedena v tabeli 3.9. Upora-
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Tabela 3.8: Sestava reakcijske zmesi za restrikcijo vektorja pET21c.
komponenta količina
plazmidna DNA 23 µL
XhoI (20 U/µL) 2 µL
NdeI (20 U/µL) 2 µL
100⇥ BSA 1 µL
10⇥ reakcijski pufer 10 µL
dH2O 62 µL
100 µL
bili smo ligazo T4 DNA Ligase (ThermoFisher Scientific, ZDA). Ligacija je potekala
30 min pri sobni temperaturi, nato smo izvedli transformacijo celic DH5↵.
Tabela 3.9: Sestava reakcijske zmesi za ligacijo fragmentov DNA v vektor pET21c.
komponenta količina
fragment DNA 1,5 µL
vektor pET21c 1,5 µL - 2 µL
T4 DNA ligaza (5 U/µL) 0,5 µL
10⇥ reakcijski pufer 10 µL
dH2O 5 µL - 5,5 µL
10 µL
3.2.1.6 Transformacija bakterijskih celic DH5↵ s plazmidno DNA
Približno 100 µL bakterijskih celic DH5↵ smo transformirali z 10 µL ligacijske
mešanice in inkubirali 10 min na ledu. Nato smo izvedli 90-sekundni toplotni šok
pri 42  C in ponovno inkubirali na ledu 5 min. Dodali smo 600 µL gojǐsča SOC in
stresali 1 h pri 180 vrt./min in 37  C. 200 µL suspenzije transformiranih celic smo
razmazali na agarne plošče z dodanim ampicilinom.
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3.2.1.7 Izolacija plazmidne DNA iz bakterijskih celic
Plazmidno DNA iz bakterijskih celic DH5↵ smo izolirali po navodilih kompleta QI-
AGEN Plasmid Mini (Qiagen, Nemčija).
3.2.1.8 Določevanje nukleotidnega zaporedja pripravljenih
konstruktov
Nukleotidno zaporedje pripravljenih konstruktov smo preverili pri podjetju GATC
Biotech (Nemčija). Za branje zapisov smo uporabili oligonukleotida z zaporedjema
promotorja T7 in terminatorja T7.
3.2.1.9 Proizvodnja rekombinantnih proteinov
Približno 100 µL kompetentnih celic BL21(DE3) smo transformirali z 1 µL vektorja
in inkubirali na ledu 20 min. Potem smo izvedli 90-sekundni toplotni šok pri 42  C
in ponovno inkubirali na ledu 5 min. Dodali smo bodisi 200 µL tekočega gojǐsča
LB bodisi 600 µL gojǐsča SOC in stresali 1 h pri pri 180 vrt./min in 37  C. 200 µL
suspenzije transformiranih celic smo razmazali na agarne plošče z dodanim ampici-
linom ali kanamicinom (tabela 3.10) in inkubirali preko noči pri 37  C.
Tabela 3.10: Antibiotiki, uporabljeni pri različnih transformacijah celic E. coli
BL21(DE3).
zapis za protein vektor antibiotik
RahU, OlyA6, NLPPya in njegovi mutanti pET21c ampicilin
OlyA in PlyA2 pET28b kanamicin
Za pripravo začetne kulture smo namešali 50 mL gojǐsča TB in ustrezne antibiotike
s končnimi koncentracijami: ampicilin 100 µg/mL ali kanamicin 30 µg/mL. Z ezo
smo pobrali celice z agarne plošče in jih prenesli v pripravljeno gojǐsče. Suspenzijo
smo stresali približno 2 h pri 150 vrt./min in 37  C.
10 mL začetne kulture smo nato prenesli v 1 l tekočega gojǐsča TB z dodanimi an-
tibiotiki v enakih končnih koncentracijah ter stresali pri 150 vrt./min in 37  C, dokler
OD600 ni dosegla vrednosti 1. Nato smo inducirali izražanje proteinov z dodatkom
IPTG-ja v končni koncentraciji 0,5 mM. Po indukciji smo celice stresali preko noči
pri 150 vrt./min in 20  C.
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Po končani indukciji smo celično kulturo 10 min centrifugirali pri 5647⇥g in 4  C.
V kolikor smo želeli izolirati proteine RahU, OlyA6, OlyA in PlyA2, smo dobljeno
oborino raztopili v pufru za lizo celic (tabela 3.3). Če smo izolirali NLPPya ali njegove
mutante, pa smo oborino resuspendirali v 8 M urei, 0,1 M NaH2PO4 in 0,01 M
Tris/HCl pH 8 [29]. Celice smo zamrznili v tekočem dušiku in jih shranili pri -80  C
do izolacije.
Izražanje rekombinantnih proteinov smo preverili z odvzemom 1 mL celične kul-
ture pred in po indukciji. Celično kulturo smo centrifugirali 5 min pri 2300⇥g in
20  C. Odstranili smo supernatant, oborino pa raztopili v 150 µL pufra za lizo celic
(tabela 3.3) in vzorce do analize z NaDS PAGE shranili pri -20  C.
Protein HaNLP3 smo izražali z uporabo ekspresijskega seva P. pastoris GS115 po
navodilih proizvajalca (Invitrogen, ZDA). Zapis za protein je bil vgrajen v genom
kvasovke tako, da se je po indukciji z dodatkom metanola izločal v medij.
3.2.2 Čiščenje rekombinantnih proteinov
3.2.2.1 Razbijanje bakterijskih celic z ultrazvokom
V odtaljeno suspenzijo bakterijskih celic smo potopili sondo in sonicirali s progra-
mom, kjer se je 1-sekundni pulz izmenjeval z 2-sekundno pavzo ob 38 % amplitudi.
Bakterijske celice so bile tekom sonikacije na ledu. Razbite bakterijske celice smo
nato centrifugirali 45 min pri 47.850⇥g in 4  C. Delo smo nadaljevali s supernatan-
tom.
3.2.2.2 Obarjanje proteina HaNLP3 z amonijevim sulfatom
Po treh dneh indukcije izražanja z metanolom smo celice odstranili s centrifugiranjem
10 min pri 11.949⇥g in 4  C. Supernatantu smo dodali 0,6 g amonijevega sulfata na
mililiter raztopine in mešali preko noči pri 4  C. Naslednji dan smo oborjene proteine
posedli s centrifugiranjem 20 min pri 11.949⇥g in 4  C. Oborino smo raztopili v
20 mL - 50 mL dH2O in dializirali proti 100-kratnemu volumnu dH2O preko noči
pri 4  C, pri čemer smo uporabili dializno črevo Spectra/Por R  Dialysis Membrane
MWCO 12-14.000 (Spectrumlabs, ZDA).
3.2.2.3 Priprava proteinskih vzorcev za kromatografijo
Proteinske vzorce smo pred nanosom na kromatografske kolone zaporedno prefiltri-




Vpeto regenerirano kolono Ni-NTA Superflow (Qiagen, Nemčina) z volumnom no-
silca 10 mL na kromatografski sistem Äkta FPLC (Amersham Biosciences, Velika
Britanija) smo najprej spirali s 50 mL dH2O, nato pa še s 50 mL nanašalnega pufra
pri pretoku 2 mL/min (tabela 3.2).
Enostopenjska Ni-afinitetna kromatografija
Enostopenjske Ni-afinitetne kromatografije smo se lotili v primeru čǐsčenja prote-
inov OlyA in PlyA2.
S pomočjo nanašalne zanke smo na kolono injicirali filtriran vzorec pri pretoku
1 mL/min. Po vezavi vzorca smo pretok povečali na 2 mL/min in kolono spirali
z nanašalnim pufrom (tabela 3.2), dokler se absorbanca pri 280 nm ni ustalila pri
približno 500 mAU. Nespecifično vezanih nečistoč smo se znebili s spiranjem ko-
lone z elucijskim pufrom I, ki je vseboval nižjo koncentracijo imidazola (tabela 3.2).
Dokončno pa smo izbrani protein eluirali z gradientnim povečevanjem koncentra-
cije elucijskega pufra II v 100 mL (tabela 3.2). Vsebnost proteinov v posameznih
frakcijah smo analizirali z NaDS PAGE.
Dvostopenjska Ni-afinitetna kromatografija
Dvostopenjsko Ni-afinitetno kromatografijo smo uporabili pri izolaciji proteinov
RahU in OlyA6, saj smo se med prvim in drugim nanosom na kolono s proteazo
TEV znebili histidinske oznake His6.
Filtriran vzorec smo z nanašalno zanko injicirali na kolono pri pretoku 1 mL/min.
Po vezavi vzorca smo pretok povečali na 2 mL/min in kolono spirali z nanašalnim
pufrom (tabela 3.2), dokler se absorbanca pri 280 nm ni ustalila pri približno 500
mAU. Nespecifično vezanih nečistoč smo se znebili s spiranjem kolone z elucijskim
pufrom I, ki je vseboval nižjo koncentracijo imidazola (tabela 3.2). Vezan protein
smo eluirali z elucijskim pufrom II, ki je vseboval visoko koncentracijo imidazola
(tabela 3.2).
Po analizi z NaDS PAGE smo frakciji, ki je vsebovala naš protein, dodali približno
75 µL/mL proteaze TEV s koncentracijo 0,5 mg/mL - 1 mg/mL. Dializirali smo proti
dializnemu pufru (tabela 3.3) preko noči pri 4  C. Dializo smo nastavili v dializnem
črevesu Spectra/Por R  Dialysis Membrane MWCO 6-8000 (Spectrumlabs, ZDA).
Drugi nanos na kolono smo izvedli na podoben način kot prvi, le da nanašalni
pufer ni vseboval imidazola in da smo vezane nečistoče eluirali z elucijskim pufrom
II brez vmesnega koraka (tabela 3.2). Protein se je zaradi cepitve histidinske oznake
His6 tokrat nahajal v nevezani frakciji.
Posameznim korakom izolacije smo sledili z NaDS PAGE.
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Ni-afinitetna kromatografija v denaturirajočih pogojih
Protein NLPPya in njegove mutante smo očistili po že objavljeni metodi [29]. Na
kratko: vezane denaturirane proteine smo zaporedno spirali s pufri, ki so vsebovali
različne koncentracije uree in imidazola, nazadnje pa smo vezan protein eluirali s
pufrom, vsebujoč visoko koncentracijo gvanidijevega hidroklorida. Frakcijo s prote-
inom smo 4-krat dializirali proti dH2O, potem pa še proti končnemu pufru. Dializa
je potekala v dializnem črevesu Spectra/Por R  Dialysis Membrane MWCO 6-8000
kDa (Spectrumlabs, ZDA) pri 4  C.
Frakcije smo analizirali z NaDS PAGE.
3.2.2.5 Ionsko-izmenjevalna kromatografija
Protein HaNLP3 ni vseboval histidinske oznake His6, zato smo ga očistili z ionsko-
izmenjevalno kromatografijo Q Sepharose R  FF (GE Healthcare, Velika Britanija)
z volumnom nosilca 30 mL (prirejeno po [28]). Kolono smo vpeli na kromatografski
sistem Äkta FPLC (Amersham Biosciences, Velika Britanija). Filtriran vzorec smo z
nanašalno zanko nanesli na kolono pri pretoku 1 mL/min. Vezan vzorec smo spirali
z nanašalnim pufrom (tabela 3.2) pri pretoku 3 mL/min, dokler se absorbanca pri
280 nm ni ustalila pri 20 mAU, nato smo gradientno povečevali koncentracijo NaCl
do 250 mM v 150 mL. Preostale vezane proteine smo eluirali z elucijskim pufrom,
ki je vseboval 500 mM NaCl (tabela 3.2).
Vsebnost frakcij smo analizirali z NaDS PAGE.
3.2.2.6 Velikostna izključitvena kromatografija
Proteine, katerim smo želeli določiti tridimenzionalno zgradbo, smo po Ni-afinitetni
oziroma ionsko-izmenjevalni kromatografiji koncentrirali in dodatno očistili z veliko-
stno izključitveno kromatografijo. Izjemi sta bila proteina OlyA in PlyA2, ki sta bila
že po enostopenjski Ni-afinitetni kromatografiji dovolj čista za kristalizacijo. Upo-
rabili smo kolone Superdex R 75 10/300 GL (analiza oligomerov PlyA2), HiLoad R 
Superdex R  75 16/600 ali HiLoad R  Superdex R  75 26/600 (vse GE Healthcare, Ve-
lika Britanija), vpete na kromatografski sistem Äkta FPLC (Amersham Biosciences,
Velika Britanija). Na predhodno ekvilibrirano kolono z nanašalnim pufrom (tabela
3.2) smo s pomočjo nanašalne zanke nanesli skoncentriran proteinski vzorec pri pre-
tokih 0,5 mL/min, 1 mL/min oziroma 1,5 mL/min (v vrstnem redu kolon 10/300,
16/600 oziroma 26/600). Po injiciranju vzorca smo pri pretokih 1 mL/min (10/300
in 16/600) oziroma 2,5 mL/min (26/600) zbirali frakcije, katerih čistost smo preverili
z NaDS PAGE.
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3.2.2.7 Koncentriranje in shranjevanje vzorcev
Koncentriranje smo izvajali v ultrafiltrih AmiconUltra MWCO 10.000 (Millipore,
ZDA) pri 4  C, koncentracijo pa ocenili s spektrofotometrom NanoDrop Spectro-
photometer ND-1000 ali NanoDrop One Spectrophotometer (oboje ThermoScienti-
fic, ZDA). Pri tem smo za proteine uporabili naslednje ekstincijske koeficiente: ✏RahU
27,8 (g/100 mL) 1 cm 1, ✏OlyA6 25,9 (g/100 mL) 1 cm 1, ✏OlyA 26,0 (g/100 mL) 1
cm 1, ✏P lyA2 25,9 (g/100 mL) 1 cm 1, ✏NLPPya inmutanti 20,6 (g/100 mL)
 1 cm 1 in
✏HaNLP3 20,6 (g/100 mL) 1 cm 1. Ekstincijske koeficiente smo pridobili s pomočjo
spletnega orodja ProtParam [99].
Vzorce smo shranili pri -80  C v končnih pufrih, navedenih v tabeli 3.11.
Tabela 3.11: Končni pufri očǐsčenih proteinov.
protein pogoj
RahU 20 mM Tris/HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 5 % (v/v) glicerol
OlyA6 20 mM Tris/HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 2,5 % (v/v) glicerol
OlyA 50 mM Tris/HCl pH 7,5, 150 mM NaCl
PlyA2 20 mM Tris/HCl pH 7,5, 150 mM NaCl
NLPPya 50 mM Tris-MES pH 6
mutanti NLPPya 50 mM Tris-MES pH 6 ali 20 mM MES pH 5,8, 150 mM NaCl
HaNLP3 dH2O
3.2.3 Biokemijska in biofizikalna analiza
rekombinantno pripravljenih proteinov
3.2.3.1 Analiza proteinov z NaDS PAGE
Z NaDS PAGE smo preverjali izražanje rekombinantnih proteinov iz celičnih lizatov
bakterijskih celic in sledili vsebnosti proteinov pri različnih korakih izolacije.
Vzorce proteinov (do 17 µL) smo skupaj z 1 µL 0,5 M reducenta DTT, nanašalnim
pufrom NuPAGE R  LDS Sample Bu↵er 4⇥ (Invitrogen, ZDA) z volumnom največ
6 µL in dH2O (dopolnili do končnega volumna 24 µL) 10 min - 15 min segrevali
pri 70  C (analiza proteinov pri izolaciji) oziroma 90  C (analiza celičnih lizatov)
in skupaj z molekulskim standardom Novex R  Sharp Pre-Stained Protein Standard
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(ThermoFisher Scientific, ZDA) nanesli na gel NuPAGE R Novex R  Bis-Tris Mini
Gel (Invitrogen, ZDA), vstavljenega v elektroforezni sistem XCell SureLockTMMini-
Cell Electrophoresis System (Life Technologies, ZDA). Elektroforeza je potekala 40
min - 50 min pri konstantni napetosti 200 V v elektroforeznem pufru NuPAGE R 
MES SDS Running Bu↵er (Invitrogen, ZDA). Po končani elektroforezi smo proteine
obarvali z barvilom SimplyBlueTM SafeStain (Invitrogen, ZDA).
3.2.3.2 Deglikozilacija in odtegnitev kovinskega iona
Protein HaNLP3 smo deglikozilirali z N-glikozidazo F v skladu z navodili proizva-
jalca (Roche, Nemčija). Uporabili smo 3 U encima na 10 µg proteina.
Protein HaNLP3 s koncentracijo 5 mg/mL smo v prisotnosti 20 mM fosfatnega
pufra pH 7 in 10 mM EDTA inkubirali 10 min pri 70  C, nato pa z uporabo dializne
kasete Slide-A-Lyzer R  Dialysis Casette MWCO 10.000 (ThermoScientific, ZDA)
dializirali proti 20 mM natrijevega fosfata pH 7 (brez EDTA) in 3-krat proti dH2O.
Prekonočne dialize so potekale pri 4  C.
3.2.3.3 Infiltracija proteinov v liste tobaka
Proteine NLP in pripravljene mutante z volumnom od 50 µL do 100 µL v koncen-
tracijah 200 nM in 1 µM smo s siringo brez igle infiltrirali v apoplast listov tobaka.
Rezultate nekroz smo analizirali po 48 h.
3.2.3.4 Cirkularni dikroizem (CD)
Za snemanje CD-spektrov proteinov smo uporabili spektrometer ChirascanTM CD
Spectrometer (Applied Photophysics, Velika Britanija). Spektre smo posneli v
območju valovnih dolžin 200 nm - 250 nm pri 20  C. V primeru HaNLP3 smo
spektre posneli še pri 80  C in ob takoǰsnjem ohlajanju do 20  C. Uporabili smo
kiveto z dolžino poti 1 mm. Razmik med posameznimi točkami je bil 0,5 nm, čas
povprečenja pa 0,5 s. S pomočjo programa Chirascan smo izmerjene spektre pov-
prečili (vsaj 5 ponovitev), zgladili in pretvorili enote v srednjo molarno eliptičnost
na aminokislinski ostanek.
3.2.3.5 Diferenčna dinamična fluorimetrija (DSF)
Meritve termične stabilnosti proteinov smo izvajali na aparaturi Real-time PCR
LightCycler R  480 System (Roche, Nemčija), pri čemer smo uporabili barvilo
Sypro R  Orange Protein Gel Stain 5000⇥ (Invitrogen, ZDA).
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V ustreznem pufru smo pripravili 30 µL ali 50 µL vzorcev proteinov s končno
koncentracijo 0,1 mg/mL in 2- ali 3-kratno končno koncentracijo barvila. Pufri, ki
smo jih uporabili za določitev termične stabilnosti, so zbrani v tabeli 3.3. Vzorce smo
pred merjenjem fluorescence barvila pri naraščajoči temperaturi od 20  C do 80  C
centrifugirali 5 min pri 2820⇥g in 4  C. Temperature polovice prehoda iz nativnega v
denaturirano stanje Tm smo določili s pomočjo programa Origin, kjer smo dobljene
krivulje prilegali Boltzmanovi sigmoidni krivulji.
3.2.3.6 Določevanje tridimenzionalnih zgradb
Kristalizacija
Za iskanje ustreznih kristalizacijskih pogojev rekombinantno pripravljenih prote-
inov smo uporabili naslednje sete reagentov: The JCSG Core I Suite, The JCSG
Core II Suite, The JCSG Core III Suite, The JCSG Core IV Suite, The PACT Suite
in The Cryos Suite (vsi Qiagen, Nemčija). Kristalizacijske nastavke smo pripravili
po metodi sedeče kapljice pri temperaturi 21  C z uporabo kristalizacijskega robota
Gryphon (Art Robbins Instruments, ZDA) (Odsek za biokemijo, molekularno in
strukturno biologijo - CIPKeBiP, Institut “Jožef Stefan”) ali po metodi viseče ka-
pljice pri temperaturi 21  C (Odsek za molekularno biologijo in nanobiotehnologijo,
Kemijski inštitut), v kolikor smo pozitivne zadetke ročno optimizirali. Kristale smo
pred snemanjem zamrznili v tekočem dušiku.
Pogoji, pri katerih so proteini kristalizirali:
- protein RahU
način priprave: metoda sedeče kapljice
pogoj: 0,2 M dinatrijev tartrat, 20 % (w/v) PEG 3350
koncentracija proteina: 31 mg/mL
sestava kapljic: 0,1 µL raztopine proteina + 0,1 µL raztopine rezervoarja
volumen v rezervoarju: 70 µL
- protein RahU v kompleksu z lizofosfatidilholinom
način priprave: metoda sedeče kapljice
pogoj: 0,1 M Tris/HCl pH 8,5, 8 % (w/v) PEG 8000
koncentracija proteina: 26 mg/mL 1
sestava kapljic: 0,1 µL raztopine proteina + 0,1 µL raztopine rezervoarja
1 Pripravili smo razredčeno raztopino proteina in liganda lizoPC v molarnem razmerju 1:5.
Tako pripravljeno raztopino smo pri 400 vrt./min in sobni temperaturi stresali preko noči.
Naslednji dan smo vzorec koncentrirali po navodilih proizvajalca Amicon R  Ultra 2 mL
Centrifugal Filters 10K (Merck, Nemčija) in kristalizirali.
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volumen v rezervoarju: 70 µL
zaščita kristala: 0,12 M Tris pH 8,5, 10 % (w/v) PEG 8000, 25 % (v/v) etilen glikol
- protein OlyA6
način priprave: metoda viseče kapljice
pogoj: 0,98 M litijev klorid, 0,1 M MES pH 6, 8 % (w/v) PEG 6000
koncentracija proteina: 33 mg/mL
sestava kapljic: 1 µL raztopine proteina + 1 µL raztopine rezervoarja
volumen v rezervoarju: 1000 µL
zaščita kristala: 1,04 M litijev klorid, 0,1 M MES pH 6, 16 % (w/v) PEG 6000, 20 % (v/v)
etilen glikol
- protein PlyA2
način priprave: metoda viseče kapljice
pogoj: 0,1 M magnezijev acetat, 10 % (w/v) PEG 8000
koncentracija proteina: 33 mg/mL
sestava kapljic: 1 µL raztopine proteina + 1 µL raztopine rezervoarja
volumen v rezervoarju: 1000 µL
zaščita kristala: 0,12 M magnezijev acetat, 12 % (w/v) PEG 8000, 25 % (v/v) etilen glikol
- protein HaNLP3
način priprave: metoda sedeče kapljice
pogoj: 0,2 M diamonijev hidrogen fosfat, 20 % (w/v) PEG 3350
koncentracija proteina: 40 mg/mL
sestava kapljic: 0,1 µL raztopine proteina + 0,1 µL raztopine rezervoarja
volumen v rezervoarju: 70 µL
- protein NLPPyaP41A,D44N,N48E
način priprave: metoda viseče kapljice
pogoj: 0,3 M magnezijev klorid, 0,1 M Tris/HCl pH 9, 10 % (v/v) glicerol,
5 % (v/v) metanol, 22 % (w/v) PEG 4000
koncentracija proteina: 25 mg/mL
sestava kapljic: 1 µL raztopine proteina + 1 µL raztopine rezervoarja
volumen v rezervoarju: 1000 µL
- protein NLPPya v kompleksu z glukozaminom
način priprave: metoda viseče kapljice
pogoj: 0,3 M magnezijev klorid, 0,1 M Tris/HCl pH 9, 10 % (v/v) glicerol,
5 % (v/v) metanol, 22 % (w/v) PEG 4000
3.2 Metode 33
koncentracija proteina: 32 mg/mL
sestava kapljic: 0,5 µL raztopine proteina + 1 µL raztopine rezervoarja
volumen v rezervoarju: 1000 µL
inkubacija kristala v raztopini (10 min): 0,32 M magnezijev klorid, 0,1 M Tris/HCl pH 9, 10 % (v/v)
glicerol, 25 % (w/v) PEG 4000, 10 mM glukozamin
- protein NLPPya v kompleksu z manozaminom
način priprave: metoda viseče kapljice
pogoj: 0,3 M magnezijev klorid, 0,1 M Tris/HCl pH 9, 10 % (v/v) glicerol,
5 % (v/v) metanol, 24 % (w/v) PEG 4000
koncentracija proteina: 32 mg/mL
sestava kapljic: 0,5 µL raztopine proteina + 1 µL raztopine rezervoarja
volumen v rezervoarju: 1000 µL
inkubacija kristala v raztopini (10 min): 0,32 M magnezijev klorid, 0,1 M Tris/HCl pH 9, 10 % (v/v)
glicerol, 25 % (w/v) PEG 4000, 5 mM manozamin
Obdelava difrakcijskih podatkov
Difrakcijske podatke smo posneli na liniji XRD-1 na sinhrotronu Elettra v Tr-
stu v okviru programa European Community’s Seventh Framework Programme -
Biostruct-X (grant agreement N 283570) in jih obdelali s programom XDS [100,101].
Fazni problem smo rešili z metodo molekularne zamenjave s pomočjo programa
PHASER [102], kjer smo v primeru reševanja tridimenzionalne zgradbe egeroli-
zina RahU uporabili zgradbo proteina PlyA (oznaka PDB 4OEB) [51], v primeru
OlyA6 pa ansambel zgradb PlyA (oznaka PDB 4OEB) [51], Cry34Ab1 (oznaka PDB
4JOX) [49], RahU in nedokončane zgradbe PlyA2. Fazni problem kristalov HaNLP3,
NLPPyaP41A,D44N,N48E in NLPPya v kompleksu z glukozaminom oziroma manoza-
minom smo rešili z uporabo modelne zgradbe apoNLPPya (oznaka PDB 3GNU).
Začetne modele proteinov smo zgradili v programu PHENIX Autobuild [103], končne
modele pa ročno izpilili v programih Coot [104] in phenix.refine [105]. V zadnjih
stopnjah piljenja zgradb obeh kompleksov NLPPya in RahU smo dodali še mole-
kule glukozamina, manozamina oziroma Tris-a, za katere smo v programu eLBOW
izračunali kemijske lastnosti v tridimenzionalnem prostoru [106]. Zgradbi NLPPya
v kompleksu z glukozaminom oziroma manozaminom smo deponirali v banko tridi-
menzionalnih zgradb RCSB Protein Data Bank z oznakama 5NNW oziroma 5NO9.
3.2.4 Bioinformatska analiza
3.2.4.1 Primerjava tridimenzionalnih zgradb
Tridimenzionalne zgradbe predstavnikov proteinskih družin NLP, egerolizinov, ak-
tinoporinov, aktinoporinom podobnemu proteinu Nakanori, glivnih lektinov in ter-
mostabilnih direktnih hemolizinov (TDH) (tabela 3.12) smo med seboj primerjali z
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uporabo programa TM-align, ki podobnosti ovrednoti z vrednostjo TM-score [107].
Prednost uporabe tega programa je, da se manj podobne regije med zgradbami
proteinov drugače ovrednotijo kot bolj podobne regije. Slednje imajo pri izračunu
vrednosti TM-score večjo težo, zato je primerjava tridimenzionalnih zgradb na ta
način kakovostneǰsa.
Za pripravo distančne matrike smo dobljene vrednosti TM-score, normalizirane
na kraǰso polipeptidno verigo, odšteli od 1. Na podlagi distančne matrike smo nato
zgradili evolucijsko drevo v formatu newick, izrisali pa smo ga s spletnim orodjem
iTOL [108].
3.2.4.2 Primerjava aminokislinskih zaporedij
Aminokislinska zaporedja proteinov smo primerjali z uporabo programa Clustal
Omega [109].
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Tabela 3.12: Zgradbe proteinov, uporabljene za izgradnjo evolucijskega drevesa.
APP: aktinoporinom podoben protein; B: bakterija; G: gliva; O: oomiceta; R: ra-
stlina; Ž: žival.
proteinska družina protein oznaka PDB organizem
proteini NLP MpNEP2 3ST1 O M. perniciosa
NLPPya 3GNZ O P. aphanidermatum
NLPPya-glukozamin 5NNW O P. aphanidermatum
HaNLP3 O H. arabidopsidis
aktinoporini EqtII 1IAZ Ž A. equina
StnII 1O72 Ž S. helianthus
FraC 3VWI Ž A. fragacea
APP Nakanori 5H0Q G G. frondosa
egerolizini Cry34Ab1 4JOX B B. thuringiensis
PlyA 4OEB G P. ostreatus
IP-1A 5V3S B A. faecalis
OlyA6 G P. ostreatus
RahU B P. aeruginosa
TDH TDHV ip 3A57 B V. parahaemolyticus
TDHGrh 4WX3 B G. hollisae
glivni lektini ABL 1Y2T G A. bisporus
BEL 3QDS G B. edulis
SRL 2OFC G S. rolfsii
XCL 1XI0 G X. chrysenteron
TLP taumatin I 3AL7 R T. daniellii
zeamatin 1DU5 R Z. mays
PR-5d 1AUN R N. tabacum
osmotin 1PCV R N. tabacum
Pru Av2 2AHN R P. avium
TLPbanana 1Z3Q R M. acuminata
NP24-I 2I0W R S. lycopersicum
Mal d 2 3ZS3 R M. domestica
Act d 2 4BCT R A. deliciosa
TLXI 3G7M G K. pastoris




4.1 Priprava rekombinantnih proteinov
Za študij tridimenzionalnih zgradb smo s tehnologijo rekombinantne DNA pripravili
nekaj predstavnikov družine NLP (NLPPya in njegove mutante ter HaNLP3) in nekaj
predstavnikov družine egerolizinov (OlyA, PlyA2, RahU in OlyA6).
4.1.1 Priprava predstavnikov družine NLP
Predstavnike proteinov NLP smo pripravili s pomočjo dveh različnih ekspresijskih
sistemov, in sicer z bakterijskimi celicami E. coli BL21(DE3) smo pripravili pro-
tein NLPPya in njegove mutante, pri tem pa smo uporabili vektor pET21c. Protein
HaNLP3 smo pripravili v ekspresijskem sistemu P. pastoris GS115 z uporabo vek-
torja pPIC9K. Molekulska masa rekombinantno pripravljenega proteina NLPPya je
24,3 kDa, proteina HaNLP3 pa 27,6 kDa. Zaradi priprave v kvasovki P. pastoris je
protein HaNLP3 glikoziliran in po gelski elektroforezi potuje kot protein z molekul-
sko maso okoli 40,0 kDa. Poravnava obeh aminokislinskih zaporedij je prikazana na
sliki 4.1.
Protein NLPPya in njegove mutante smo očistili iz bakterijskih celic po že obja-
vljenem protokolu [30]. Pri čǐsčenju smo uporabili denaturirajoče pogoje, na koncu
pa smo protein renaturirali v dH2O. Protein HaNLP3 smo očistili v nativni obliki.
Na sliki 4.2 sta prikazana kromatograma Ni-afinitetne kromatografije pri dena-
turirajočih pogojih in velikostno izključitvene kromatografije pri čǐsčenju proteina
NLPPya. Mutante proteina NLPPya smo sicer očistili le z Ni-afinitetno kromato-
grafijo, saj je bil namen priprave zgolj preveriti vpliv aminokislinskih zamenjav na
nekrotično aktivnost. Le mutant NLPPyaP41A,D44N,N48E smo izjemoma dodatno
očistili z velikostno izključitveno kromatografijo (slika 4.3), saj smo ga želeli krista-
lizirati. Čǐsčenje proteina HaNLP3 je zajemalo ionsko-izmenjevalno kromatografijo
in velikostno izključitveno kromatografijo (slika 4.4).
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NLPPya       -----------------------AVINHDAVPVWPQPEPADATQALAVRFKPQLDVVNGC     37
HaNLP3      RNDYVQEEKQQQLQEPLDGQWKPTTTGHDAIVPFSEPKPVTISEKAGVKFKPLLDVNTGC     60
                                   :. .***:  : :*:*.  ::  .*:*** *** .**
NLPPya       QPYPAVDPQGNTSGGLKPSGSQAAACRDMS-KAQVYSRSGTYNGYYAIMYSWYMPKDSPS     96
HaNLP3      APYAAVNAEGETSGGLQTSGDPESGCRGSKYGSQVYGRSTWYNDVWAIMYAWYFPKDSPM     120
             ** **: :*:*****: **.  :.**. .  :***.**  **. :****:**:***** 
NLPPya       TGIGHRHDWENVVVWLDNAAS--ANIVALSASAHSGYKKSFPADKSYLDGITAKISYKST     154
HaNLP3      LLMGHRHDWENVVVFINDPDEVEPTILGCSTSWHSGYIKYAPCPTDSINGSSVMIKYEHS     180
              :***********::::  .   .*:. *:* **** *  *. .. ::* :. *.*: :
NLPPya       WPLDHELGFTTSAGKQQPLIQWEQMTQAARDALESTDFGNANVPFKS-NFQDKLVKAFFQ     213
HaNLP3      FPLNHALNITKDAGAYQDLIMWHQMPDLARRALNDTDFGKAITPMNDLNFMEKIEAAWPF     240
            :**:* *.:*..**  * ** *.** : ** **:.****:* .*::. ** :*:  *:  
NLPPya       LEHHHHHH 221
HaNLP3      KTKKDGA- 247
              ::.   
RahU        MAYAEWIAVKVVVSKSIGTVGIRNATLQWGKFYRYTNKDDEISTEEVSSMNVQAGSPQWI     60
OlyA6       MAYAQWVIIIIH-NVGSQDVKIKNLKASWGKLHADGDKDAEVSASNYEGKIVKPDEKLQI     59
OlyA        MAYAQWVIILIH-NVGQQNVKIKNLNASWGKLYADGDKDTEVPASKYEGMVIAPGDQVQI     59
PlyA2       MAYAQWVIIIIH-NVGSKDVKIVNLKPSWGKLHADGDKDTEVSASKYEGTVIKPDEKLQI     59
            ****:*: : :  . .   * * * . .***::   :** *: :.: ..  :  ..   *
RahU        ASCGRENASSGTQGSFDCY---DGNTKMGTFSWDDPWKSGATNTWSFTPASADYAGITSG     117
OlyA6       NACGRSDAAEGTTGTFDLVDPADGDKQVRHFYWDCPWGSK-TNTWTVSGSNTKWMIEYSG     118
OlyA        NACGREDAAEGTTGTFDLVDPNDSDKQVRHISWDCPWGTK-ANSWVVGGSNSKWMIEYTG     118
PlyA2       NACGRSDAAEGTTGTFDLVDPADGDKQVRHFYWDCPWGSK-ANTWTVSGSNTKWMIEYSG     118
             :***.:*:.** *:**     *.:.::  : ** ** :  :*:* .  :.:.:    :*
RahU        GNATGTDIGEVTLTL-GRFSENLYFQ 142
OlyA6       QNLDSGALGTITVDTLKKGNENLYFQ 144
OlyA        QNLDSGALGTITVNTLKIGNHHHHHH 144
PlyA2       QNLDSGALGTITVDTLKKGNHHHHHH 144
             *  .  :* :*:      ..: :.:
Slika 4.1: Poravnava aminokislinskih zaporedij rekombinantno pripravljenih protei-
nov NLPPya in HaNLP3. Oranžna: majhni, nepolarni; zelena: hidrofobni; roza: po-
larni; rdeče: negativno nabiti; modro: pozitivno nabiti aminokislinski preostanki.
Čistost končnih vzorcev rekombinantnih proteinov smo preverili z NaDS PAGE
(slika 4.5). Kot primer čǐsčenja mutantov NLPPya le z Ni-afinitetno kromatografijo je
prikazana tudi končna raztopina mutanta NLPPyaD158F . Mutanti so bili primerljivo
čisti s proteini, ki so bili dodatno očǐsčeni z velikostno izključitveno kromatografijo.
Iz 1 L bakterijske kulture smo očistili približno 15,5 mg proteina NLPPya. Mutante
NLPPya smo pripravljali iz 100 mL kulture, v povprečju pa smo iz tega volumna
dobili približno 1,5 mg mutanta. Iz 1 L kulture P. pastoris smo pridobili približno
7,5 mg proteina HaNLP3.
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Slika 4.2: Čǐsčenje rekombinantnega proteina NLPPya. (A) Elucijski profil Ni-
afinitetne kromatografije pri denaturirajočih pogojih. Siv pravokotnik označuje frak-
cijo, ki smo jo prenesli v naslednji krog čǐsčenja. P1-P5: območje uporabljenih pufrov
(opisani v [29]). (B) Elucijski profil velikostne izključitvene kromatografije. S sivim
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Slika 4.3: Čǐsčenje mutanta NLPPya
P41A,D44N,N48E . (A) Značilen elucijski profil Ni-
afinitetne kromatografije pri denaturirajočih pogojih pri čǐsčenju mutantov. P1-P5:
območje uporabljenih pufrov (opisani v [29]). Pri ostalih mutantih smo na tej stopnji
s čǐsčenjem zaključili. Izjema je bil mutant NLPPya
P41A,D44N,N48E , ker smo ga želeli
kristalizirati. Siv pravokotnik označuje frakcijo, ki smo jo prenesli v naslednji krog
čǐsčenja. (B) Elucijski profil velikostne izključitvene kromatografije. S sivim pravo-
kotnikom je označena frakcija, katero smo po analizi z NaDS PAGE skoncentrirali
in shranili.
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Slika 4.4: Čǐsčenje rekombinantnega proteina HaNLP3. (A) Elucijski profil ionsko-
izmenjevalne kromatografije. Siv pravokotnik označuje frakcijo, ki smo jo prenesli v
naslednji krog čǐsčenja. N: nanašalni pufer; E: elucijski pufer (črtkana črta pomeni
gradientno naraščanje koncentracije NaCl v elucijskem pufru od 0 mM do 500 mM
NaCl, polna črta označuje vmesno območje spiranja pri 250 mM koncentraciji). (B)
Elucijski profil velikostne izključitvene kromatografije. S sivim pravokotnikom je











































































































































































Slika 4.5: Analiza čistosti končnih proteinskih raztopin NLPPya, mutantov
NLPPyaP41A,D44N,N48E in NLPPyaD158F ter HaNLP3 z NaDS PAGE. Mutant
NLPPyaD158F je bil očǐsčen le z Ni-afinitetno kromatografijo. Std označuje prote-
inski standard, masa analiziranih proteinov je približno 3 µg.
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4.1.2 Priprava predstavnikov družine egerolizinov
Proteine predstavnikov egerolizinov OlyA, PlyA2, RahU in OlyA6 smo pripravili
z uporabo ekspresijskega sistema E. coli BL21(DE3). Zapisa za proteina OlyA in
PlyA2 sta bila vnešena v vektor pET28b, zapisa za protein RahU in OlyA6 pa v
vektor pET21c. Vsi so imeli na C-koncu histidinsko oznako His6.
Proteina OlyA in PlyA2 smo popolnoma očistili že z enostopenjsko Ni-afinitetno
kromatografijo (slika 4.7). Konstrukta RahU in OlyA6 pa sta bila pripravljena tako,
da sta med C-koncem in oznako His6 vsebovala cepitveno mesto za proteazo TEV
in smo ju zato lahko očistili z dvostopenjsko Ni-afinitetno kromatografijo, kateri je
sledila še velikostno izključitvena kromatografija (sliki 4.8 in 4.9). Teoretična mole-
kulska masa proteina RahU je 15,4 kDa, OlyA 15,8 kDa, proteinov OlyA6 in PlyA2
pa 15,9 kDa. Poravnava vseh aminokislinskih zaporedij je prikazana na sliki 4.6.
NLPPya       -----------------------AVINHDAVPVWPQPEPADATQALAVRFKPQLDVVNGC     37
HaNLP3      RNDYVQEEKQQQLQEPLDGQWKPTTTGHDAIVPFSEPKPVTISEKAGVKFKPLLDVNTGC     60
                                   :. .***:  : :*:*.  ::  .*:*** *** .**
NLPPya       QPYPAVDPQGNTSGGLKPSGSQAAACRDMS-KAQVYSRSGTYNGYYAIMYSWYMPKDSPS     96
HaNLP3      APYAAVNAEGETSGGLQTSGDPESGCRGSKYGSQVYGRSTWYNDVWAIMYAWYFPKDSPM     120
             ** **: :*:*****: **.  :.**. .  :***.**  **. :****:**:***** 
NLPPya       TGIGHRHDWENVVVWLDNAAS--ANIVALSASAHSGYKKSFPADKSYLDGITAKISYKST     154
HaNLP3      LLMGHRHDWENVVVFINDPDEVEPTILGCSTSWHSGYIKYAPCPTDSINGSSVMIKYEHS     180
              :***********::::  .   .*:. *:* **** *  *. .. ::* :. *.*: :
NLPPya       WPLDHELGFTTSAGKQQPLIQWEQMTQAARDALESTDFGNANVPFKS-NFQDKLVKAFFQ     213
HaNLP3      FPLNHALNITKDAGAYQDLIMWHQMPDLARRALNDTDFGKAITPMNDLNFMEKIEAAWPF     240
            :**:* *.:*..**  * ** *.** : ** **:.****:* .*::. ** :*:  *:  
NLPPya       LEHHHHHH 221
HaNLP3      KTKKDGA- 247
              ::.   
RahU        MAYAEWIAVKVVVSKSIGTVGIRNATLQWGKFYRYTNKDDEISTEEVSSMNVQAGSPQWI     60
OlyA6       MAYAQWVIIIIH-NVGSQDVKIKNLKASWGKLHADGDKDAEVSASNYEGKIVKPDEKLQI     59
OlyA        MAYAQWVIILIH-NVGQQNVKIKNLNASWGKLYADGDKDTEVPASKYEGMVIAPGDQVQI     59
PlyA2       MAYAQWVIIIIH-NVGSKDVKIVNLKPSWGKLHADGDKDTEVSASKYEGTVIKPDEKLQI     59
            ****:*: : :  . .   * * * . .***::   :** *: :.: ..  :  ..   *
RahU        ASCGRENASSGTQGSFDCY---DGNTKMGTFSWDDPWKSGATNTWSFTPASADYAGITSG     117
OlyA6       NACGRSDAAEGTTGTFDLVDPADGDKQVRHFYWDCPWGSK-TNTWTVSGSNTKWMIEYSG     118
OlyA        NACGREDAAEGTTGTFDLVDPNDSDKQVRHISWDCPWGTK-ANSWVVGGSNSKWMIEYTG     118
PlyA2       NACGRSDAAEGTTGTFDLVDPADGDKQVRHFYWDCPWGSK-ANTWTVSGSNTKWMIEYSG     118
             :***.:*:.** *:**     *.:.::  : ** ** :  :*:* .  :.:.:    :*
RahU        GNATGTDIGEVTLTL-GRFSENLYFQ 142
OlyA6       QNLDSGALGTITVDTLKKGNENLYFQ 144
OlyA        QNLDSGALGTITVNTLKIGNHHHHHH 144
PlyA2       QNLDSGALGTITVDTLKKGNHHHHHH 144
             *  .  :* :*:      ..: :.:
Slika 4.6: Poravnava aminokislinskih zaporedij rekombinantno pripravljenih protei-
nov RahU, OlyA6, OlyA in PlyA2. Oranžna: majhni, nepolarni; zelena: hidrofobni;
roza: polarni; rdeče: negativno nabiti; modro: pozitivno nabiti aminokislinski preo-
stanki.
Čistost končnih raztopin proteinov smo preverili z NaDS PAGE (slika 4.10A).
Opazili smo, da protein PlyA2 ob prisotnosti natrijevega dodecil sulfata oligomeri-
zira, zato smo naknadno izvedli še analitsko velikostno izključitveno kromatografijo
brez prisotnosti detergenta (slika 4.10B). S slednjo smo potrdili večinsko prisotnost
monomerne oblike v vodni raztopini, saj se je protein PlyA2 spral pri volumnu,
značilnem za proteine z molekulsko velikostjo okoli 20 kDa.
Iz 2 L posameznih bakterijskih kultur smo očistili približno 70 mg proteina OlyA,










































Slika 4.7: Čǐsčenje rekombinantnih proteinov OlyA in PlyA2. (A) Elucijski profil
enostopenjske Ni-afinitetne kromatografije pri čǐsčenju proteina OlyA. (B) Elucij-
ski profil enostopenjske Ni-afinitetne kromatografije pri čǐsčenju proteina PlyA2. S
sivima pravokotnikoma sta označena frakciji, kateri smo po analizi z NaDS PAGE
skoncentrirali in shranili. N: nanašalni pufer; E1: elucijski pufer I; E2: elucijski pufer
II (črtkana črta pomeni gradientno naraščanje koncentracije imidazola v elucijskem
pufru II od 20 mM do 250 mM).

































































Slika 4.8: Čǐsčenje rekombinantnega proteina RahU. (A) Elucijski profil prve sto-
pnje dvostopenjske Ni-afinitetne kromatografije. S sivim pravokotnikom je označena
frakcija, ki smo jo po rezanju s proteazo TEV prenesli v naslednji krog čǐsčenja.
(B) Elucijski profil druge stopnje dvostopenjske Ni-afinitetne kromatografije. S si-
vim pravokotnikom je označena frakcija, ki smo jo prenesli v naslednji krog čǐsčenja.
N: nanašalni pufer; E1: elucijski pufer I; E2: elucijski pufer II. (C) Elucijski profil
velikostne izključitvene kromatografije. S sivim pravokotnikom je označena frakcija,





























































Slika 4.9: Čǐsčenje rekombinantnega proteina OlyA6. (A) Elucijski profil prve sto-
pnje dvostopenjske Ni-afinitetne kromatografije. S sivim pravokotnikom je označena
frakcija, ki smo jo po rezanju s proteazo TEV prenesli v naslednji krog čǐsčenja.
(B) Elucijski profil druge stopnje dvostopenjske Ni-afinitetne kromatografije. S si-
vim pravokotnikom je označena frakcija, ki smo jo prenesli v naslednji krog čǐsčenja.
N: nanašalni pufer; E1: elucijski pufer I; E2: elucijski pufer II. (C) Elucijski profil
velikostne izključitvene kromatografije. S sivim pravokotnikom je označena frakcija,
katero smo po analizi z NaDS PAGE skoncentrirali in shranili.




























































































Slika 4.10: Analiza čistosti končnih proteinskih raztopin OlyA, PlyA2, RahU in
OlyA6. (A) Analiza končnih raztopin proteinov z NaDS PAGE. Std označuje pro-
teinski standard, masa analiziranih proteinov je približno 3 μg. (B) Elucijski profil
analitske velikostne izključitvene kromatografije proteina PlyA2.
4.2 Vpogled v mehanizem toksičnosti proteinov NLP
4.2.0.1 Interakcija toksičnega NLPPya s sladkornim delom
lipidnega receptorja GIPC
Tridimenzionalna zgradba proteina NLPPya oomicete Pythium aphanidermatum je
zelo podobna zgradbi citolitičnih aktinoporinov [33,34]. Mehanizem tvorbe pore akti-
noporinov je dobro poznan. Specifični prepoznavi sfingomielina in vezavi v membrani
sledijo konformacijske spremembe znotraj enot v oligomeru in posledično tvorba
transmembranske pore [36, 37]. Pokazali so, da proteini NLPPya tudi porušijo inte-
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griteto veziklov, ki so jih pripravili iz membran rastlin dvokaličnic. Iz navedenega
razloga je pri obeh družinah predviden podoben način delovanja [30].
Kot tarčno molekulo proteinov NLP v membranah rastlinskih celic smo v naši
skupini uspeli identificirati GIPC serije A. Ti izkazujejo do proteinov NLP mikro-
molarno afiniteto. Med najbolj pogostimi končnimi sladkorji v GIPC-ih je tudi glu-
kozamin [42], na katerega se protein NLPPya veže z nekoliko slabšo afiniteto, in sicer
v milimolarnem območju. Podobno afiniteto smo opazili tudi pri vezavi epimera
glukozamina, manozamina (tovrstne študije je opravila dr. Vesna Hodnik v sklopu
svojega doktorskega dela [26], zato ti rezultati niso prikazani).
Da bi pridobili vpogled v interakcijo proteina NLPPya s sladkornim delom GIPC-
jev na atomski ravni, smo določili zgradbi kompleksov NLPPya z glukozaminom ozi-
roma manozaminom (slika 4.11A, tabela 7.2 - poglavje 7). Komplekse smo pripravili
tako, da smo že obstoječe kristale inkubirali v posameznih raztopinah z ligandoma
v prebitku. V obeh primerih smo opazili dodatno elektronsko gostoto le v eni po-
lipeptidni verigi od štirih prisotnih v asimetrični enoti kristala (slika 4.11B in C).
Atomi sladkorjev izkazujejo vǐsje B-faktorje v primerjavi s polipeptidno verigo (slika
4.11D), kar je v skladu z delno zasedenostjo zaradi nizke afinitete proteina do obeh
sladkorjev. Kljub ohranitvi značilnega zvitja NLP proteinov (vrednosti korena pov-
prečnega kvadrata odstopanja (RMSD, angl. root mean square deviation) med atomi
C↵ proteina NLPPya brez vezanega sladkorja (apoNLPPya) in kompleksov NLPPya-
glukozamin oziroma NLPPya-manozamin sta 0,56 Å oziroma 0,55 Å) pa smo opazili
določene spremembe v zgradbi ob vezavi sladkorja. Ugotovili smo, da se sladkor
usidra med zanki L2 in L3 v bližino magnezijevega iona Mg2+, sicer ključnega za
delovanje NLPPya [30]. Vezava sladkorja povzroči odmik zanke L3 in posledično tudi
premik Mg2+ proti notranjosti proteina v primerjavi z apoNLPPya. Zanke L3 v pre-
ostalih treh polipeptidnih verigah v asimetrični enoti obdržijo podobno obliko kot
zanka L3 v apoNLPPya (slika 4.11E in F). Preureditve v zgradbi tako nakazujejo na
možnost umestitve celotnega sladkornega dela GIPC-ev.
V apoNLPPya je kovinski ion Mg2+ sprva oktahedralno koordiniran neposredno
preko stranskih skupin aminokislinskih preostankov D93 in D104 ter posredno preko
štirih molekul vod s stranskimi skupinami H101, E106, D158 in karbonilno skupino
H159 (slika 4.12A). Točkovne mutacije aminokislinskih preostankov D93, H101, D104
in E106 so izničile nekrotično aktivnost, s čimer so sklepali na pomembnost koordi-
nacije kovinskega iona za funkcijo [30]. Ob vezavi bodisi glukozamina bodisi mano-
zamina pa se Mg2+ premakne za 2,9 Å bližje preostanku E106 in postane direktno
koordinan s stransko skupino E106 in karbonilno skupino H159 ter posredno preko
štirih molekul vod s stranskimi skupinami D93, D104, D158 in A127 (sliki 4.12B in
C). Posledično aminokislinski preostanek H101 skupaj z D158 direktno prisostvuje
k vezavi sladkorja (sliki 4.12D in E).
Vlogo aminokislinskega preostanka D158 smo preverili z usmerjeno mutagenezo,
kjer smo D158 zamenjali z drugimi aminokislinskimi preostanki in toksično aktivnost
testirali z infiltracijo v povrhnjico lista tobaka (slika 4.13A). Mutant NLPPyaD158A
je bil podobno nekrotično aktiven kot divji tip NLPPya. V kolikor pa smo D158
zamenjali s fenilalaninom (NLPPyaD158F ), glutamatom (NLPPyaD158E), levcinom














Slika 4.11: Analiza kristalnih zgradb kompleksov NLPPya z glukozaminom ozi-
roma manozaminom. (A) Poravnava zgradb apoNLPPya (sivo), NLPPya-glukozamin
(oranžno) in NLPPya-manozamin (sinja barva). Z L1, L2 in L3 so označene zanke, s
številkama 1 in 3 poziciji Mg2+ (vijolična kroglica) v apoNLPPya oziroma v komple-
ksih, z zelenimi palčkami glukozamin in z rumenimi manozamin. N in C označujeta
N-končni in C-končni del polipeptidne verige. Prikaz elektronskih gostot 2  Fo-Fc
(pred umestitvijo sladkorja) in 0,8  2Fo-Fc (z umeščenim sladkorjem) z zeleno ozi-
roma modro mrežo na mestu glukozamina (B) in manozamina (C) (maska 1,6 Å). (D)
Prikaz elektronske gostote 1  2Fo-Fc (modra mreža) polipeptidnih verig kompleksov
NLPPya-glukozamin (levo) in NLPPya-manozamin (desno) (maska 1,6 Å). V obeh
primerih je prikazan del med aminokislinskima preostankoma A69 in G76. Preostale
tri polipeptidne verige v asimetrični enoti kristala kompleksa NLPPya-glukozamin
(E) in NLPPya-manozamin (F) so označene modro oziroma svetlo rdeče. Zanka, slad-





































Slika 4.12: Analiza vezavnega mesta kompleksov NLPPya z glukozaminom ozi-
roma manozaminom. (A) Koordinacija Mg2+ v apoNLPPya. (B) Koordinacija
Mg2+ v kompleksu NLPPya-glukozamin. (C) Koordinacija Mg
2+ v kompleksu
NLPPya-manozamin. S črtkanimi črtami so prikazane oktahedralne koordinacije, z
rdečimi kroglicami pa molekule vode. (D in E) Primerjava vezavnih mest NLPPya-
glukozamin in NLPPya-manozamin z apoNLPPya. Glukozamin je prikazan z zelenimi
palčkami (D), manozamin pa z rumenimi (E). Aminokislinski preostanki, ki sodelu-
jejo pri koordinaciji Mg2+ in vezavi sladkorjev ter W155, so ustrezno označeni. Ioni
Mg2+ so prikazani z vijolični kroglicami, pri čemer številka 1 označuje koordinacijo
Mg2+ v apoNLPPya, številka 2 koordinacijo Mg
2+ v preostalih treh polipeptidnih
verigah v asimetrični enoti, ki nimajo vezanega sladkorja, in številka 3 koordinacijo
Mg2+ v kompleksih.
(NLPPya
D158L) ali lizinom (NLPPya
D158K), pa je nekrotična aktivnost močno upa-
dla. Predvidevamo, da so sterične ovire ključnega pomena za umestitev sladkornega
dela GIPC-a: alanin je dovolj majhen, da se sladkorni del približa, čim pa je na
tem mestu večji aminokislinski preostanek, je interakcija onemogočena. V zanki L3
smo opazili tudi triptofanski aminokislinski preostanek W155, ki bi analogno z akti-
noporini lahko prispeval k stabilizaciji interakcije proteina z membrano [37]. Iz na-
vedenega razloga smo vlogo W155 preverili tako, da smo rekombinantno pripravili
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mutant NLPPya
W155A in testirali njegovo toksično aktivnost z infiltracijo v apo-
plast lista tobaka (slika 4.13A). Mutant je popolnoma izgubil sposobnost nekroze,
s čimer smo potrdili pomembno vlogo W155 za funkcijo NLPPya, obenem pa smo
lahko sklepali na orientacijo proteina relativno na plazmalemo rastlinske celice. S
pomočjo cirkularnega dikroizma in diferenčne dinamične fluorimetrije smo pokazali,
da so vsi rekombinantno pripravljeni mutanti obdržali svojo sekundarno zgradbo in













































































NLPPya NLPPyaW155A NLPPyaD158E NLPPyaD158F NLPPyaD158K NLPPyaD158LNLPPyaD158A
Slika 4.13: Biofizikalno-kemijska karakterizacija rekombinantno pripravljenih mutan-
tov NLPPya. (A) Vpliv infiltracij NLPPya in njegovih mutantov v apoplast listov
tobaka po 48 h (200 nM). (B) CD-spektri NLPPya in njegovih mutantov. θmrd po-
meni srednja molarna eliptičnost na aminokislinski ostanek. (C) Termična stabilnost
NLPPya in njegovih mutantov, določena z diferenčno dinamično fluorimetrijo. Tm
pomeni temperatura polovice prehoda.
Konformacijske spremembe so še najbolj vidne pri predstavitvi površin proteinov
pred in po vezavi sladkorja. Posledica vezave je tvorba žleba, ki verjetno lahko umesti
celotni sladkorni del določene dimenzije tarčnega lipida (slika 4.14).
4.2.0.2 Vpliv aminokislinskih zamenjav na toksičnost proteina
HaNLP3
Protein HaNLP3 izloča oomiceta Hyaloperonospora arabidopsidis in je po aminoki-
slinskem zaporedju več kot 40 % identičen toksičnemu predstavniku NLPPya (slika
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Slika 4.14: Konformacijske spremembe, ki sledijo vezavi sladkorja. Površine proteinov
apoNLPPya (sivo) in NLPPya-glukozamin (oranžno). Z modro je označen W155, z
zelenimi palčkami glukozamin. Vijolična kroglica označuje Mg2+.
4.1). Čeprav vsebuje vse aminokislinske preostanke, ki so jih do sedaj objavili kot
ključne za toksično aktivnost [30], protein ne povzroča nekroze rastlinskih celic.
Z namenom ugotoviti vzrok netoksičnega delovanja, smo protein HaNLP3 bio-
kemijsko in biofizikalno okarakterizirali. Sekundarno zgradbo smo preverili s CD-
spektroskopijo (slika 4.15A). Spektri izkazujejo značilni vrh pri 230 nm in dva mini-
muma pri 217 nm ter 205 nm. Toplotna denaturacija je pri pH 7 reverzibilna, v vodi
pa se protein le delno renaturira. Z diferenčno dinamično fluorimetrijo smo preve-
rili odvisnost termične stabilnosti proteina HaNLP3 od pH (slika 4.15B). Protein je
stabilen v dH2O in v območju pH od 5 do 8 s temperaturami polovic prehoda Tm
med 46, 4  C in 50, 1  C.
Proteinu HaNLP3 smo določili kristalno zgradbo (slika 4.16, tabela 7.3 - poglavje
7). Vsebuje devet  -trakov, urejenih v  -sendvič in obdanih s tremi ↵-vijačnicami
(slika 4.16A). V zgradbi HaNLP3 je prisoten kalcijev ion Ca2+, ki je direktno ko-
ordiniran s stranskimi skupinami H125, H154 in N184 ter posredno preko molekul
vod s stranskimi skupinami D117, D128 in E130, s karbonilnima skupinama H185
in K220 ter z aminoskupino glavne verige N184 (slika 4.16B). Iz kristalne zgradbe
je razvidno tudi, da je protein glikoziliran na dveh mestih, in sicer na aminokislin-
skih preostankih N188 in N214. Primer elektronske gostote polipeptidne verige in
glikozilacijskega mesta je prikazan na sliki 4.16C.
V splošnem je protein HaNLP3 ohranil značilno zvitje proteinov NLP (slika 4.18).
Vrednosti RMSD med atomi C↵ proteinov HaNLP3 in apoNLPPya z oznako PDB
3GNZ [30] in NLPPya-glukozamin z oznako PDB 5NNW iz Pythium aphaniderma-
tum ter zgradbo MpNEP2 z oznako PDB 3ST1 iz Moniliophtora perniciosa [31] so
1,1 Å, 1,1 Å oziroma 1,5 Å. Pomembna aminokislinska preostanka pri vezavi slad-
korja v protein NLPPya sta H101 in D158 in sta v proteinu HaNLP3 ekvivalentna
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Slika 4.15: Biofizikalno-kemijska karakterizacija proteina HaNLP3. (A) CD-spektri
proteina HaNLP3 pri 20 ◦C pred (začetek - polna črta) in po (konec - pikčasta
črta) segrevanju do 80 ◦C (črtkana črta) v dH2O (roza) in pri pH 7 (modro). θmrd
pomeni srednja molarna eliptičnost na aminokislinski ostanek. (B) Termična stabil-
nost proteina HaNLP3, določena z diferenčno dinamično fluorimetrijo. Tm pomeni
temperatura polovice prehoda.
H125 in N184, tu pa sta udeležena v koordinacijo Ca2+ iona. Iz superpozicije proteina
HaNLP3 in kompleksa NLPPya-glukozamin je razvidno, da sta Ca
2+ in glukozamin
pravzaprav na enakem mestu (povečava na sliki 4.18). Tudi velikost žepa, v katerega
se domnevno vgradi sladkorni del GIPC-a, je pri HaNLP3 precej manǰsa v primer-
javi z apoNLPPya in kompleksom NLPPya-glukozamin zaradi drugačne postavitve
okolǐskih zank (slika 4.19). Prostornina jamice pri proteinu HaNLP3 je 78,6 Å
3
, pri
apoNLPPya pa 139,4 Å
3
(izračunano s spletnim orodjem CASTp [110]).
Da bi preučili vpliv glikozilacije ter edinstvenega položaja in koordinacije Ca2+
na netoksičnost, smo proteinu HaNLP3 z glikozidazo PNGazo F odcepili sladkorje
posttranslacijske modifikacije in/ali mu z EDTA odtegnili kovinski ion. HaNLP3 v
nobenem primeru ni postal toksičen za rastlinske celice (slika 4.17).
Poleg glikozilacije in drugačne koordinacije kovinskega iona Ca2+ so med neto-
ksičnim HaNLP3 in toksičnim NLPPya prisotne tudi druge razlike, podrobneje pri-
kazane na sliki 4.20. Na primer, ohranjena cisteinska preostanka v proteinih NLP
sta pomembna za delovanje [28]. Podrobneǰsa primerjava regije med njima pa je po-
kazala par aminokislinskih zamenjav, in sicer protein HaNLP3 ima A64, N67 in E71
namesto P41, D44 in N48, ki so prisotni v NLPPya. Tudi sestava zank L2 in L3 je
drugačna. Zanka L2 pri HaNLP3 sestoji iz aminokislinskega zaporedja M120, L121,
L122 in M123, pri NLPPya pa iz S96, T97, G98 in I99. Zanka L3 pri NLPPya, ki
vsebuje S153, T154, W155, je pri HaNLP3 enakovredna zanki s H179, S180 in F181.
K morebitni rigidnosti in posledično netoksičnosti proteina HaNLP3 lahko prispeva
dodatni disulfidni mostiček C149-C163, ki ga NLPPya nima. Opazili pa smo tudi



























Slika 4.16: Tridimenzionalna zgradba proteina HaNLP3. (A) Z L1, L2 in L3 so
označene zanke, N in C označujeta N-končni in C-končni del polipeptidne verige.
S temno modro kroglico je označen Ca2+. Glikozilacijska motiva sta označena s
palčkami. (B) Koordinacija iona Ca2+. Aminokislinski preostanki, ki sodelujejo pri
koordinaciji Ca2+, so ustrezno označeni. Molekule vode so prikazane z rdečimi kro-
glicami. S črtkanimi črtanimi je prikazana koordinacija Ca2+. (C) Prikaz elektronske
gostote 1σ 2Fo-Fc (modra mreža) polipeptidne verige med aminokislinskimi preo-





























Slika 4.17: Vpliv infiltracij proteinov NLPPya, HaNLP3 in njegovih procesiranih
različic v apoplast listov tobaka po 48 h (1 μM). Degliko: deglikozilirana različica
proteina; deiono: deionizirana različica proteina; degliko in deiono: deglikozilirana in
deionizirana različica proteina.










Slika 4.18: Primerjava zgradbe netoksičnega HaNLP3 s toksičnima predstavnikoma
NLPPya in MpNEP2. Polipeptidna veriga apoNLPPya je prikazana v sivem, kom-
pleksa NLPPya-glukozamin v oranžnem in MpNEP2 v temno rdečem. Z L1, L2 in
L3 so označene zanke, z N in C N-končni in C-končni del polipeptidne verige, iona
Mg2+ in Ca2+ sta označena z vijolično oziroma temno modro kroglico. Številki 1 in
3 označujeta poziciji Mg2+ v apoNLPPya oziroma v kompleksu NLPPya-glukozamin.
Glukozamin je prikazan z zelenimi palčkami. Povečava: podrobneǰsi prikaz vezavnega
mesta.
proteina HaNLP3. Na mestu A127, ki pri NLPPya ob vezavi sladkorja posredno
sodeluje pri koordinaciji Mg2+, je v HaNLP3 W153.
Vlogo vseh omenjenih zamenjav smo preverili tako, da smo rekombinantno pri-
pravili mutante NLPPya, ki na določenih mestih vsebujejo ustrezno aminokislinsko
zaporedje iz proteina HaNLP3 (tabela 4.1), njihovo aktivnost pa testirali s pomočjo
infiltracij v povrhnjico listov tobaka (slika 4.21A). Vsi mutanti so obdržali svojo
sekundarno zgradbo pri 20  C (slika 4.21B), a so nekateri izkazovali slabšo termično
stabilnost v primerjavi z divjim tipom NLPPya (slika 4.21C) ali pa so zlahka obar-
jali. Ti mutanti (NLPPyaD44N , NLPPyaN48E , NLPPyaP41A,D44N , NLPPyaP41A,N48E ,
NLPPyaD44N,N48E , NLPPyaP41A,D44N,N48E in NLPPyaD158N ) so praviloma bili
manj nekrotično aktivni. Vseeno smo želeli preveriti, če so pri teh mutantih priso-
tne strukturne spremembe, ki bi mu onemogočale nekrotično delovanje, zato smo kot
primer določili tridimenzionalno zgradbo trojnemu mutantu NLPPyaP41A,D44N,N48E






zanka nad L3 zanka nad L3
Slika 4.19: Površina proteina HaNLP3 v primerjavi s površinama proteinov
apoNLPPya in NLPPya-glukozamin. (A) S svetlo modro je označen protein HaNLP3,
s sivo apoNLPPya in z oranžno kompleks NLPPya-glukozamin. Glukozamin je pri-
kazan z zelenimi palčkami. (B) Podrobneǰsi prikaz jamic pri proteinih HaNLP3 in
apoNLPPya. Z L2 in L3 sta označeni zanki. S temno modro kroglico je označen Ca2+,
z vijolično kroglico pa Mg2+.
cisteinskima preostankoma. Ugotovili smo, da je zgradba tega mutanta praktično
identična zgradbi apoNLPPya, in zaključili, da je slabše delovanje mutantov verje-
tno zgolj posledica nižje termične stabilnosti oziroma obarjanja.
Mutanti, ki so kljub aminokislinskim zamenjavam vseeno ostali približno enako
termično stabilni kot NLPPya, pa so imeli mutacije v območju zank L2 in L3 ter v
zanki nad L3. Zamenjava celotne zanke L2 z aminokislinskimi preostanki iz HaNLP3
(NLPPyaS96M,T97L,G98L, I99M ) je močno okrnila nekrotično delovanje. Ko smo W155
v zanki L3 pretvorili v fenilalanin (mutant NLPPyaW155F ), ki je prisoten na tem me-
stu v zgradbi HaNLP3, je bila nekroza nekoliko manǰsa. Toda NLPPya, v katerem
smoW155 pretvorili v serin (mutant NLPPyaW155S), ni izkazoval nekrotične aktivno-
4.2 Vpogled v mehanizem toksičnosti proteinov NLP 57





























Slika 4.20: Podrobneǰsi prikaz razlik med proteinom HaNLP3 (svetlo modro),
apoNLPPya (sivo) in NLPPya-glukozamin (oranžno) na strukturno-sekvenčni ravni.
S temno modro kroglico je označen Ca2+, z vijolično kroglico pa Mg2+. Glukozamin
je prikazan z zelenimi palčkami. Aminokislinski preostanki v regijah med ohranje-
nim disulfidnim mostičkom (C-C), v zankah L2, L3 in zanki nad L3 ter neohranjen
disulfidni mostiček so ustrezno označeni (HaNLP3: normalni tisk; NLPPya: poševni
tisk).
sti. Podobno smo nekrotično delovanje izničili mutantu NLPPyaS153H,T154S,W155F ,
kateremu smo poleg W155 spremenili še njegovo okolje. Prav tako je slabšo ne-
krotično aktivnost izkazoval mutant NLPPyaA127W , ki vsebuje mutacijo v zanki nad
L3. Predpostavljamo, da vse tri zanke, tako zanki L2 in L3 kot zanka nad L3 (sliki
4.19 in 4.20), prispevajo k rigidnosti proteina HaNLP3 in mu s tem onemogočajo
privzem sladkornega dela tarčnega sfingolipida GIPC v membrani rastlinskih celic. S
tem pa smo še dodatno potrdili pomembno vlogo zanke L3 pri stabilizaciji interakcije
proteinov NLP z membranami rastlin dvokaličnic.
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Tabela 4.1: Rekombinantno pripravljeni mutanti NLPPya na podlagi strukturno-
sekvenčne primerjave s HaNLP3.
































koordinacija iona N184 NLPPyaD158N



































































































































































































































































Slika 4.21: Biofizikalno-kemijska karakterizacija mutantov NLPPya, rekombinantno
pripravljenih na podlagi strukturno-sekvenčne primerjave s HaNLP3. (A) Vpliv in-
filtracij NLPPya in njegovih mutantov v apoplast listov tobaka po 48 h (200 nM). (B)
CD-spektri NLPPya in njegovih mutantov. θmrd pomeni srednja molarna eliptičnost
na aminokislinski ostanek. (C) Termična stabilnost NLPPya in njegovih mutantov,












Slika 4.22: Analiza kristalne zgradbe trojnega mutanta NLPPyaP41A,D44N,N48E . (A)
Prikaz elektronske gostote 1  2Fo-Fc (modra mreža) polipeptidne verige med amino-
kislinskima preostankoma A69 in G76 (maska 1,6 Å). (B) Primerjava zgradb mutanta
NLPPyaP41A,D44N,N48E (svetlo roza) in apoNLPPya (sivo). Vijolični kroglici prika-
zujeta iona Mg2+. Z L1, L2 in L3 so označene zanke, N in C označujeta N-končni
in C-končni del polipeptidne verige. Povečava: podrobneǰsi prikaz trojne mutacije z
ustrezno označenimi aminokislinskimi preostanki.
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4.3 Biofizikalno-kemijske značilnosti egerolizinov
Za obogatitev repertoarja proteinov v namen celoviteǰse razlage molekularne evolu-
cije proteinske domene za vezavo na površino celic smo biokemijsko in biofizikalno
okarakterizirali predstavnike družine egerolizinov, in sicer glivnih OlyA, OlyA6 (Ple-
urotus ostreatus) in PlyA2 (Pleurotus eryngii) ter bakterijskega RahU (Pseudomo-
nas aeruginosa).
Iz spektrov cirkularnega dikroizma je razvidno, da vsi izraženi proteini v dH2O
privzamejo zvitje β-struktur, razen proteina RahU (slika 4.23). Slednji izkazuje CD-
spekter, značilen za naključni klobčič, kar je morda posledica redčitve proteina z
dH2O tik pred meritvami. Kljub nenavadnemu spektru smo delo z RahU nadaljevali.
































Slika 4.23: CD-spektri proteinov OlyA (modro), OlyA6 (vijolično), PlyA2 (zeleno)
in RahU (rumeno) v dH2O.
Čeprav so se proteini iz velikostne izključitvene kromatografije eluirali v mono-
merni obliki (poglavje 4.1.2), smo opazili, da so vsi po nanosu večjih količin (od 6 μg
do 40 μg) proteina na gel, z izjemo OlyA, v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata pri
analizi z NaDS PAGE oligomerizirali (slika 4.24B). Protein OlyA6 je večinoma tvoril
trimere s skupno velikostjo 48 kDa, PlyA2 pa dimere (35 kDa) in trimere (52 kDa). V
primeru RahU smo opazili oligomere v velikosti približno 110 kDa. To ni nenavadno,
saj so v preteklosti že pokazali, da je za tvorbo pore pleurotolizina potrebnih kar
26 podenot PlyA (egerolizinska domena) in 13 podenot PlyB, ki vsebujejo domeno
MACPF (angl. membrane attack complex/perforin-like) [51].
Po metodi parne difuzije smo pri sobni temperaturi nastavili kristalizacijske na-
stavke z uporabo robota in jih nadaljnje optimizirali z ročno pripravo kristalov. Kri-
stale smo izpostavili žarkom x in uspešno posneli difrakcijske sete proteinov OlyA6,
PlyA2 in RahU. Žal v primeru proteina OlyA kljub številnim poskusom optimizacije
nismo uspeli pridobiti kristalov, ki bi dovolj kvalitetno sipali za določitev tridimen-





























































Slika 4.24: Analiza nanosa večjih količin proteinov OlyA6 (16 µg), PlyA2 (6 µg) in
RahU (40 µg) z NaDS PAGE.
tabeli 7.4 in 7.5 - poglavje 7). Obe sta zgrajeni iz  -sendviča tako kot že znani
zgradbi proteinov PlyA in Cry34Ab1. Razlike med zgradbami so vidne na območju
↵-vijačnic. Tako RahU kot OlyA6 zavzameta podobno konformacijo ↵-vijačnice kot







Slika 4.25: Prikaz elektronskih gostot 1  2Fo-Fc (modra mreža) polipeptidnih verig
RahU (A) in OlyA6 (B) (maska 1,6 Å). V primeru proteina RahU je prikazal del
med aminokislinskima preostankoma T72 in Y79, v primeru OlyA6 pa med T71 in
V78.
Med proteinoma OlyA6 in PlyA [51] je skoraj 95 %-identičnost glede na ami-
nokislinsko zaporedje. RahU je bolj oddaljen od obeh, saj izkazuje identiteto zgolj
31,3 % (PlyA) oziroma 32,1 % (OlyA6). Ob strukturno-sekvenčni primerjavi zgradb
RahU, OlyA6 in PlyA [51] smo opazili, da ima RahU prisotne dodatne aromatske










Slika 4.26: Kristalni zgradbi proteinov RahU (rumeno) in OlyA6 (vijolično) v primer-
javi z zgradbama PlyA (modro, oznaka PDB 4OEB) in Cry34Ab1 (oranžno, oznaka
PDB 4JOX) v dveh orientacijah. Z N in C sta označena N-končni in C-končni del
polipeptidne verige.
aminokislinske preostanke (Y33, Y35 in W59), nima pa ohranjenega tirozinskega
preostanka, ekvivalentnega Y91 pri proteinih OlyA6 in PlyA (slika 4.27). Glede na
primerjavo aminokislinskih zaporedij PlyA2 z aktinoporini naj bi Y91 skupaj s W28
in W96 tvoril vezavno mesto za lipide [55].
Na atomski ravni smo prav tako želeli preučevati interakcijo proteina RahU z li-
zofosfatidilholinom [57] in fosfoholinom, sestavnim delom lizofosfatidilholina, in mo-
noramnolipidi [58], a nam bodisi s kokristalizacijo bodisi z inkubacijo že obstoječega
kristala v raztopini z ligandom v prebitku ni uspelo pridobiti strukture katerega koli
kompleksa. Protein RahU namreč tvori tako močne kontakte v kristalu, da prostora
za vgraditev večjega liganda praktično ni (ni prikazano).
Najbližje zgradbi kompleksa proteina RahU z ligandom smo bili ob poskusu ko-
kristalizacije proteina RahU z lizofosfatilholinom. Lizofosfatilholin se sicer ni vezal
na protein, opazili pa smo vezavo molekule Tris-a (sliki 4.28 in 4.29, tabela 7.4 - po-
glavje 7). V bližini molekule Tris-a je W94, ki je v proteinu PlyA2 ekvivalenten prej
omenjenem W96 [55]. Poleg tega ima molekula Tris-a tetrahedralno razporeditev
atomov tako kot holin v lizofosfatidilholinu, zato bi morda ta kompleks v prihodno-




















Slika 4.27: Aromatski aminokislinski preostanki na površini proteinov RahU (ru-
meno) in OlyA6 (vijolično) v primerjavi s proteinom PlyA (modro, oznaka PDB







Slika 4.28: Prikaz elektronskih gostot 1  2Fo-Fc (modra mreža) polipeptidne verige
RahU (zeleno) med aminokislinskima preostankoma T72 in Y79 (A) in molekule
Tris-a (B) (maska 1,6 Å). Molekula Tris-a je prikazana z oranžnimi palčkami.




Slika 4.29: Tridimenzionalna zgradba kompleksa RahU z molekulo Tris-a. Z N in C
sta označena N-končni in C-končni del polipeptidne verige. Povečava: prikaz vezav-
nega mesta na površini proteina RahU. W94 je ustrezno označen in obarvan roza,
molekula Tris-a je prikazana z oranžnimi palčkami.
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4.4 Evolucija ohranjene proteinske domene za vezavo na
površino celic
Kristalne zgradbe proteinov družin NLP in egerolizinov smo vključili v celokupno
primerjavo tridimenzionalnih zgradb skupaj z aktinoporini, aktinoporinom podob-
nim proteinom Nakanori, glivnimi lektini, termostabilnima direktnima hemolizinoma
(TDH) in taumatinom podobnimi proteini (TLP) (tabela 3.12). Pri tem smo upora-
bili algoritem TM-align, ki podobnost zgradb ovrednoti z vrednostjo TM-score [107].
Evolucijsko drevo pa temelji na razlikah, ne na podobnostih, zato smo dobljene vre-
dnosti TM-score odšteli od 1. Novo dobljene vrednosti smo umestili v distančno
matriko (tabela 7.1 - poglavje 7), izračunali razdalje med proteini in izrisali evo-
lucijsko drevo (slika 4.30). Po evolucijskem drevesu sodeč so proteini TLP precej
homogena proteinska družina in kot taka najbolj oddaljena od proteinskih domen,
sposobnih vezave na površino celic. Proteinom NLP, ki vežejo sladkorni del glikolipi-
dov, so najbližje egerolizini, ki se vežejo tako na glikolipide kot lipide. Sledi družina
proteinov TDH, katerih vezavni partner v membrani še ni poznan, in protein Na-
kanori ter aktinoporini, vsem skupna specifična vezava na lipide. Družina glivnih
lektinov, ki podobno kot proteini NLP specifično prepoznavajo sladkorne kompo-
nente membran, so od njih najbolj oddaljeni in so, presenetljivo, najbolj podobni
aktinoporinom.
Analiza topologij vseh proteinskih družin je pokazala dve  -ploskvi s 3-6  -trakovi
in obdajajočimi ↵-vijačnicami (slika 4.31). Kljub različnemu številu  -trakov na
obeh ploskvah pa smo opazili ohranjeni strukturni enoti dveh paralelnih  -trakov
na prvi ploskvi (motiv i) in dveh antiparalelnih  -trakov na drugi ploskvi (motiv
ii). Z izjemo proteinov NLP sta antiparalelna  -trakova običajno N-končni in C-
končni del polipeptidne verige. Podrobneǰsi pregled aminokislinskih zaporedij  -
trakov ohranjenih strukturnih motivov i in ii v proteinskih domenah za vezavo na
površino celic glede na prostorsko urejenost je pokazal, da bistvene ohranjenosti na
tej ravni ni (slika 4.32).
Relativno ohranjeni topologiji  -ploskev navkljub vezavna mesta za komponente
membran tarčnih celic niso na topološko popolnoma enakih mestih. Toda vsa ve-
zavna mesta, tako tista, določena s tridimenzionalno zgradbo [34,64], kot tudi tista,
določena s točkovnimi mutacijami na podlagi primerjav z znanimi zgradbami kom-
pleksov [56, 67], se povečini nahajajo na drugi  -ploskvi (slika 4.31). Pri tvorbi ve-
zavnega mesta lahko sodelujejo tudi bližnje ↵-vijačnice ali zanke. Preferenčna vezava
na drugi  -ploskvi je razvidna tudi ob poravnavi vseh znanih zgradb kompleksov z
ligandi na podlagi največje podobnosti (slika 4.33). Pri tem se ohrani poravnava
glede na strukturna motiva  -trakov i in ii.
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Slika 4.30: Evolucijsko drevo, izrisano na podlagi razlik med zgradbami proteinov,
ki se vežejo na različne komponente membrane, in proteini TLP, ki se ne vežejo
na membrane. Proteini NLP: apoNLPPya z oznako PDB 3GNZ, MpNEP2 z oznako
PDB 3ST1, kompleks NLPPya-glukozamin z oznako 5NNW in HaNLP3; egerolizini:
Cry34Ab1 z oznako PDB 4JOX, PlyA z oznako PDB 4OEB, IP-1A z oznako PDB
5V3S, OlyA6 in RahU; termostabilna direktna hemolizina TDHV ip z oznako PDB
3A57 in TDHGrh z oznako PDB 4WX3; glivni lektini: ABL z oznako PDB 1Y2T,
BEL z oznako PDB 3QDS, SRL z oznako PDB 2OFC in XCL z oznako PDB 1XI0;
aktinoporini: EqtII z oznako PDB 1IAZ, StnII z oznako PDB 1O72 in FraC z oznako
PDB 3WVI; aktinoporinom podoben protein Nakanori z oznako PDB 5H0Q; proteini
TLP: taumatin I z oznako PDB 3AL7, zeamatin z oznako PDB 1DU5, PR-5d z
oznako PDB 1AUN, osmotin z oznako PDB 1PCV, Pru Av2 z oznako PDB 2AHN,
TLPbanana z oznako PDB 1Z3Q, NP24-I z oznako PDB 2I0W, Mal d 2 z oznako
PDB 3ZS3, Act d 2 z oznako PDB 4BCT, TLXI z oznako PDB 3G7M in MoHrip2 z
oznako PDB 5FID. Z roza so označeni proteini, ki se vežejo na sladkorne komponente
membran, z oranžno pa proteini, ki se vežejo na lipide.
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Slika 4.31: (na naslednji strani) Topološki diagrami predstavnikov proteinov
NLP (kompleks NLPPya-glukozamin z oznako 5NNW), aktinoporinov (kompleks
StnII-fosforilholin z oznako PDB 1O72 in aktinoporinom podoben protein Na-
kanori z oznako PDB 5H0Q), egerolizinov (OlyA6), termostabilnih direktnih he-
molizinov (TDHV ip z oznako PDB 3A57), glivnih lektinov (kompleks ABL-N-
acetilglukozamin/T-antigen z oznako PDB 1Y2W) in taumatinom podobnih prote-
inov (taumatin I z oznako PDB 3AL7). Z zelenimi puščicami so označeni  -trakovi
prve  -ploskve in z modrimi  -trakovi druge  -ploskve, s sivimi cilindri ↵-vijačnice.
Ohranjena strukturna motiva dveh paralelnih  -trakov na prvi ploskvi (i) in dveh
antiparalelnih  -trakov na drugi ploskvi (ii) sta poudarjena s sivim pravokotnikom.
Prvi in drugi  -trak v ohranjenih motivih sta označena z a oziroma b. Aminokislin-
ski preostanki, ki sodelujejo pri vezavi ligandov in so bili identificirani s kristalnimi
zgradbami, so prikazani s črnimi zvezdicami. Rdeče zvezdice v primeru proteina ABL
prikazujejo drugo vezavno mesto. Aminokislinski preostanki, katerim vlogo pri vezavi
ligandov so pripisali zgolj na podlagi točkovnih mutacij, so prikazani s trikotniki. N
in C označujeta N-končni in C-končni del polipeptidne verige.
























a    b
ii
a    b
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apoNLPPya           30-QLDV-33
MpNEP2             45-QLHI-48
NLPPya-glcN         30-QLDV-33
HaNLP3             53-LLDV-56
Cry34Ab1        5-EVHIDVNN-12
PlyA           5-QWVIIIIHN-13
IP-1A          19-WMEITIFVV-27
OlyA6          5-QWVIIIIHN-13
RahU           5-EWIAVKVVV-13
TDHVip        13-SDEILFVV-20
TDHGrh        13-SDEILFVVRD-22
Nakanori       60-CVLVRVYNA-68  
EqtII          32-KIAVGVDN-39
StnII          30-KIAVGIDNE-38
FraC           32-KIAVGIDN-39  
XCL              5-YSITLRVYQ-13
ABL              3-YTISIRVYQ-11
SRL              2-YKITVRVYQ-10
BEL              2-YSITLRVFQ-10
   149-TAKISYK-152
   161-VKLQYSAE-168
    147-AKISYKS-153

















   119-DWEGAVVFL-127
   104-DWENVVVWL-112 
   128-DWENVVVFI-136  
   68-EAEISLYFDN-77
   84-DKQVRHFYWDC-94  
   94-KLVFEYYWDC-103
     87-VRHFYWDC-94
    83-TKMGTFSWDD-92
    77-KDYTMAAVS-85
    77-KDYTMAAVS-85
   126-LDIFSGWQN-134
   97-GNTLAVLFSV-106
   95-GNTLGVMFSV-104
     99-TLAVLFSV-106  
   64-GERITVAVGVH-74
   62-DESFVATFGVH-72
   60-GESFTATFGVH-70




















i-a i-b ii-a ii-b
Slika 4.32: Aminokislinska poravnava ohranjenih strukturnih motivov dveh paralel-
nih  -trakov na prvi ploskvi (i-a in i-b) in dveh antiparalelnih  -trakov na drugi
ploskvi (ii-a in ii-b) glede na prostorsko urejenost. Oranžna: majhni, nepolarni;
zelena: hidrofobni; roza: polarni; rdeče: negativno nabiti; modro: pozitivno nabiti
aminokislinski preostanki.











Slika 4.33: Poravnava zgradb predstavnikov proteinov NLP (kompleks NLPPya-
glukozamin z oznako 5NNW), aktinoporinov (kompleks StnII-fosforilholin z oznako
PDB 1O72 in aktinoporinom podoben protein Nakanori z oznako PDB 5H0Q), ege-
rolizinov (OlyA6), termostabilnih direktnih hemolizinov (TDHV ip z oznako PDB
3A57) in glivnih lektinov (kompleks ABL-N-acetilglukozamin/T-antigen z oznako
PDB 1Y2W). Z zeleno so označeni  -trakovi prve ploskve, z modrimi  -trakovi
druge ploskve, s sivo pa ↵-vijačnice. Strukturna motiva dveh paralelnih  -trakov na
prvi ploskvi (i-a in i-b) in dveh antiparalelnih  -trakov na drugi ploskvi (ii-a in ii-b)
sta ustrezno označena. Zaradi večje preglednosti so vse polipeptidne verige, razen
StnII, transparentne. Z roza palčkami so prikazani sladkorni ligandi (glukozamin v





5.1 Naravni uničevalci rastlinskih celic
Proteine NLP (angl. necrosis- and ethylene-inducing peptide 1-like proteins) izločajo
številne fitopatogene bakterije, glive in oomicete. Povzročajo nekrozo in sproščanje
etilena v rastlinah dvokaličnicah [23–25]. Zapis za proteine NLP vsebuje tudi ge-
nom zloglasne oomicete rodu Phytophtora, ki je bila v 19. stoletju glavni krivec
za t.i. krompirjevo plesen [111]. Zaradi pomanjkanja hrane je na Irskem umrlo kar
milijon ljudi, dva milijona ljudi je državo zapustilo [112]. Tudi danes okužbe s po-
dobnimi mikroorganizmi predstavljajo velik problem, saj agronomska podjetja na
račun poškodovanih pridelkov na leto izgubijo več milijard dolarjev [113].
Šele poznavanje tridimenzionalnih zgradb proteinov NLP je privedlo do pomemb-
nega koraka k razumevanju toksičnega delovanja teh proteinov [30]. Proteini NLP
so namreč po zgradbi podobni citolitičnim aktinoporinom, ki jih izločajo morske
vetrnice v namen obrambe [32]. Mehanizem delovanja aktinoporinov sestoji iz spe-
cifične prepoznave sfingomielina v membranah tarčnih celic, oligomerizacije in tvorbe
pore [37, 47, 114]. Ker proteini NLP prav tako poškodujejo iz rastlinskih membran
umetno pripravljene vezikle, so predvidevali, da obe proteinski družini delujeta na
podoben način [30].
Da smo pridobili vpogled v način delovanja proteinov NLP, smo na našem odseku
kot tarčno molekulo v membranah rastlin dvokaličnic identificirali glikolipid GIPC
(angl. glycosylinositol phosphoceramide) serije A. Za natančneǰse razumevanje inte-
rakcije proteina s tarčnim lipidom smo uspeli določiti tridimenzionalni zgradbi kom-
pleksov proteina NLPPya s končnim sladkorjem sladkornega dela GIPC-jev, glukoza-
minom oziroma njemu podobnim manozaminom. Ugotovili smo, da se z usidranjem
sladkorja med aminokislinska preostanka H101 in D158 kovinski ion Mg2+ pomakne
proti notranjosti proteina, obenem pa pride tudi do odmika zanke L3. Obe spre-
membi povzročita nastanek žleba, ki bi načeloma lahko umestil celoten sladkorni del
GIPC-a serije A.
Zanimivo je, da so proteini NLP toksični samo za rastline dvokaličnice, ne pa eno-
kaličnice. Razlog za to je verjetno v tem, da dvokaličnice večinoma vsebujejo GIPC-e
serije A, enokaličnice pa serije B [42]. Proteini NLP se sicer vežejo na GIPC-e se-
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rije B, a so verjetno zaradi prevelike oddaljenosti od plazmaleme nadaljnji koraki
v toksičnem mehanizmu poškodbe membrane manj učinkoviti. GIPC-i drugih serij,
ki imajo razvejane sladkorje, pa so po vsej verjetnosti preveliki, da bi proteini NLP
zaobjeli sladkorni del. Na podlagi rezultatov skupaj s funkcionalnimi testi na rastli-
nah v sodelovanju s skupino iz Univerze v Tübingenu smo tako lahko predpostavili
mehanizem vezave toksičnih proteinov NLP na celične membrane rastlin dvokaličnic
(slika 5.1) [115]. Na kakšen način ti proteini poškodujejo membrano, zaenkrat ostaja
neznano in je motiv za nadaljnje raziskave.
W155
W155
Slika 5.1: Predlagan model vezave proteinov NLP na rastlinske membrane.
ApoNLPPya (sivo) z vezanim Mg
2+ (vijolična kroglica) se veže na plazemsko mem-
brano (modro), kjer prepozna GIPC-e serije A (zeleno). Vezavi sladkornega dela
GIPC-ev sledijo konformacijske spremembe - premik Mg2+ proti notranjosti votline
in odmik zanke L3 (oranžno). S pomočjo W155 se interakcija proteina z membrano
stabilizira. Z rdečo so označeni GIPC-i serij B, ki imajo predolgo polarno glavo, za-
radi česar verjetno ne pride do učinkovite vgradnje proteina v rastlinske membrane.
Vredno je poudariti, da je dodatna elektronska gostota, ki predstavlja sladkor,
daleč od idealne, kar se tiče možnosti enoznačne postavitve molekul glukozamina
oziroma manozamina v zgradbi kompleksov. S preverjanjem simetrije in kontaktov
med makromolekulami znotraj kristala smo potrdili, da pride do konformacijskih
premikov samo v polipeptidni verigi, kjer je prisotna dodatna elektronska gostota.
Teh sprememb tako kot dodatne elektronske gostote ni vidnih v preostalih treh
polipeptidnih verigah v asimetrični enoti. Poleg tega smo prisotnost sladkorja na
tem mestu posredno potrdili s točkovnimi mutacijami na mestu D158. Pretvorba v
večje aminokislinske preostanke je namreč okrnila toksično aktivnost.
Kljub temu, da preostale tri polipeptidne verige v asimetrični enoti kristalov
kompleksov NLPPya s sladkorjema niso imele vgrajenega sladkorja, pa smo vse-
eno opazili pomembno razliko z zgradbo apoNLPPya (oznaka PDB 3GNZ), in sicer
v položaju Mg2+ iona. V našem primeru so imele vse tri verige ion Mg2+ posta-
vljen med položajem v apoNLPPya in Mg
2+ v kompleksu s sladkorjem. To kaže na
5.1 Naravni uničevalci rastlinskih celic 75
možnost adaptacije oziroma plastičnost vezavnega mesta na prisotnost ligandov, kot
so v tem primeru sladkorji z GIPC receptorjev.
Tekom doktorske naloge smo se ukvarjali tudi s proteinom HaNLP3, netoksičnim
predstavnikom proteinov NLP. Četudi ga izraža obligatna biotrofna oomiceta Hya-
loperonospora arabidopsidis v zgodnjih fazah infekcije, ta ne povzroča nekroze [28].
Zaradi relativno visoke aminokislinske identičnosti s toksičnim NLPPya in vsebno-
sti vseh do sedaj znanih aminokislinskih preostankov, ključnih za toksično aktiv-
nost [30], je protein HaNLP3 služil kot odličen model za študij razlik med zgrad-
bama obeh proteinov in s tem razumevanja razlik v funkcijah. Zgradba proteina
HaNLP3 je ohranila značilno zvitje NLP brez večjih konformacijskih razlik. Šele po-
drobneǰsa strukturno-sekvenčna analiza določenih predelov v proteinu je pokazala
pomembne aminokislinske zamenjave v zankah L2, L3 in zanki nad L3, ki zaradi
zapiranja osrednjega žleba verjetno pripomorejo k omejeni plastičnosti vezavnega
mesta in posledično netoksičnosti proteina HaNLP3. Dr. Vesna Hodnik je v svo-
jem doktorskem delu tudi pokazala pomembno razliko v delovanju netoksičnih in
toksičnih proteinov. Namreč protein HaNLP3 ne samo, da ne izkazuje toksične ak-
tivnosti na listih rastlin dvokaličnic, ne izkazuje niti vezave na kvasne protoplaste
za razliko od proteina NLPPya [26]. Membrane kvasnih protoplastov predstavljajo
učinkovit sistem za študije interakcij proteinov NLP z membranami, saj vsebujejo
sfingolipide manozilinozitol fosforilceramide in manozildiinozitol fosfoceramide, po
zgradbi podobne rastlinskim GIPC-em.
Poleg proteina HaNLP3 obstajajo številni drugi netoksični predstavniki prote-
inov NLP, na podlagi katerih so že analizirali aminokislinske zamenjave [28]. To-
ksično aktivnost na rastlinske celice so preverjali s pomočjo posredne transformacije
rastlin z Agrobacterium tumefaciens. Zaključki takšnih raziskav so lahko dvoumni,
saj se efekti na rastline lahko razlikujejo zaradi različnih biofizikalno-kemijskih la-
stnosti teh mutantov, ne le zaradi aminokislinskih zamenjav. Prednost naše razi-
skave pri analizi aminokislinskih zamenjav je bilo rokovanje z rekombinantno pri-
pravljenimi mutanti, katerih lastnosti smo lahko preverili s cirkularnim dikroiz-
mom in diferenčno dinamično fluorimetrijo. S tem smo ovrgli vpliv nekaterih ami-
nokislinskih zamenjav, saj je bila slabša nekrotična aktivnost teh mutantov ver-
jetno zgolj posledica nižje termične stabilnosti in hitrega obarjanja. Mutanti, ki
so izkazovali omenjene značilnosti, so bili predvsem mutanti z mutacijami v regiji
med ohranjenima cisteinskima preostankoma. Z določitvijo zgradbe trojnega mu-
tanta NLPPyaP41A,D44N,N48E smo pokazali, da je le-ta praktično identična zgradbi
NLPPya. Poleg tega smo pokazali, da so za netoksičnost proteina HaNLP3 odgo-
vorne druge regije v zgradbi. Zato lahko hipotezo, da je območje med ohranjenima
cisteinskima preostankoma ključno za toksično delovanje proteinov NLP, ovržemo.
V primeru proteina HaNLP3 smo pokazali, da je verjetno za nesposobnost vezave
na membrano ključen seštevek vseh razlik na strukturno-sekvenčni ravni. To pa ni
popolnoma v skladu s prej objavljenimi rezultati, kjer trdijo, da so za netoksičnost
HaNLP3 odgovorni izključno prvi 4 aminokislinski preostanki in regija med ohra-
njenima cisteinskima preostankoma [28]. Zato bo za določitev skupnega imenovalca
za netoksičnost potrebno poznati še kakšno tridimenzionalno zgradbo netoksičnega
predstavnika proteinov NLP. S poznavanjem razlik v zgradbah toksičnih in neto-
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ksičnih predstavnikov skupaj s študijami interakcij toksičnih proteinov NLP z večjimi
deli sladkornega dela tarčnega lipida nam bo v prihodnosti pomagalo razumeti način
delovanja, na kakšen način proteini NLP delujejo ob stiku z membrano. Pridobljeno
znanje nam bo lahko služilo kot osnova za racionalno načrtovanje učinkovin, usmer-
jenih proti tem naravnim uničevalcem rastlinskih celic.
5.2 Ohranjenost principa vezave na površino celic
Podobno kot proteine NLP izločajo fitopatogeni mikroorganizmi za napad rastlin
dvokaličnic, tudi številni drugi, taksonomsko nesorodni organizmi uporabljajo po-
dobne principe za onesposobljanje svojih tarčnih celic. Med dobro poznanimi toksini
so že prej omenjeni aktinoporini [32]. Morske vetrnice jih sprostijo v svoje okolje, tam
pa se vežejo na membrane tarčnih organizmov in tvorijo pore [37,47]. Termostabilna
direktna hemolizina in egerolizini prav tako specifično prepoznavajo (gliko)lipidne
kombinacije v membranah in jih poškodujejo [49, 51–62]. Glivni lektini namesto
poškodb membran delujejo toksično tako, da z vezavo na površino celic povzročijo
reorganizacijo citoskeleta [63]. Nakanori, aktinoporinom podoben protein, je sicer
izgubil svojo toksično aktivnost, je pa obdržal sposobnost vezave na membrane [67].
Vsi ti proteini so enodomenski  -sendviči in izkazujejo visoko afiniteto do mem-
bran tarčnih celic. A ti proteini imajo popolnoma drugačna aminokislinska zapo-
redja, saj jih proizvajajo raznoliki organizmi (tabela 3.12). Razlike v aminokislinskih
zaporedjih so prevelike, da bi jih lahko kvalitetno ovrednotili, zato smo se lotili pri-
merjav že znanih tridimenzionalnih zgradb teh proteinov skupaj z novo določenimi
zgradbami (kompleks NLPPya-glukozamin in proteini HaNLP3, RahU ter OlyA6)
v okviru tega doktorskega dela. Na podlagi podobnosti v zgradbah v kombinaciji
s taumatinom podobnimi proteini (TLP), t.j. proteinska družina, ki se ne veže na
membrane, smo poskusili izluščiti njihove skupne topološke značilnosti in glede na
specifičnost vezave sklepati na molekularno evolucijo proteinske domene za vezavo
na površino celic.
Evolucijsko drevo, ki temelji na podobnostih tridimenzionalnih zgradb vseh sed-
mih proteinskih družin, je pokazalo razporejanje v dve glavni skupini: proteini TLP,
ki se ne vežejo na membrane, in proteini, ki se vežejo na različne komponente mem-
brane (proteini NLP, TDH, aktinoporini, aktinoporinom podoben protein Nakanori,
egerolizini in glivni lektini) (slika 4.30). To potrjuje dejstvo, da se slednji od pro-
teinov TLP razlikujejo tako funkcijsko kot strukturno. Iz drevesa sta razvidni še
dve posebnosti. Protein MoHrip2, taumatinom podoben protein, izloča gliva Ma-
gnaporthe oryzae in sproža imunski odziv pri tarčnih rastlinah podobno kot proteini
NLP [81]. Zato ni presenetljivo, da protein MoHrip2 v evolucijskem drevesu rahlo
izstopi iz zasedbe TLP in se približa proteinom NLP. Prav tako je moč opaziti, da
protein Cry34Ab1 iz Bacillus thuringiensis izstopi iz družine egerolizinov. Nakna-
dna primerjava zgradb egerolizinov in aktinoporinov je pokazala, da je Cry34Ab1
pravzaprav stična točka med obema proteinskima družinama (slika 5.2). Cry34Ab1
je izmed vsemi najbolj enostavna različica  -sendviča, ki so ga verjetno šele kasneje
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privzele druge bakterije (RahU, IP-1A), glive (OlyA6, PlyA, Nakanori) in morske






























Slika 5.2: Evolucijsko drevo, izrisano na podlagi razlik med zgradbami egerolizinov
in aktinoporinov ter njim podobnega proteina Nakanori.
Podrobneǰsa analiza topoloških diagramov je pokazala ohranjena strukturna mo-
tiva dveh paralelnih  -trakov na prvi ploskvi (motiv i) in dveh antiparalelnih  -
trakov na drugi ploskvi (ii) pri vseh sedmih družinah (slika 4.31). Toda iz pregleda
aminokislinskih zaporedij obeh motivov ni bilo razvidnih ohranjenih aminokislinskih
preostankov pri vseh proteinih, ki se vežejo na membrane (slika 4.32). S shematskim
prikazom vezavnih mest na topoloških diagramih pa smo ugotovili, da so vezavna
mesta za lipide relativno ohranjena, medtem ko vezavna mesta za sladkorje niso. To
je v skladu z razporeditvijo zgradb v evolucijskem drevesu, kjer sta si družini pro-
teinov NLP in glivnih lektinov precej različni. Vsa vezavna mesta, bodisi za lipide
bodisi za sladkorje, so v glavnem razpršena po drugi  -ploskvi, pri čemer je pogosto
vpleten strukturni motiv ii.
Zgradbe  -sendvičev se med seboj lahko razlikujejo. Na prvi pogled so protein-
ske družine, obravnavane v tej doktorski nalogi, zelo podobne imunoglobulinskim
oziroma njim podobnim domenam. Takšni domeni sta npr. domena C2 perforina
in domena D4 od holesterola odvisnih citolizinov (CDC, angl. cholesterol-dependent
cytolysins), ki se prav tako vežeta na membrane in sta po vsej verjetnosti evolucijsko
povezana [90,116,117]. A pregled topologij variabilne domene težke verige imunoglo-
bulina IgGA2 in domen C2 perforina ter D4 CDC-jev (npr. listeriolizin O) je poka-
zala, da se razlikujejo od aktinoporinov, ene izmed obravnavanih družin (slika 5.3).
Predvsem so razlike vidne v drugačnem poteku  -trakov in njihovih medsebojnih
povezav. Topološkega motiva grških ključev, značilnega za imunoglobulinsko zvitje,
pri aktinoporinu namreč ni prisotnega, prav tako imunoglobulini nimajo ohranjenih
strukturnih motivov i in ii.
Kljub temu pa je vsem proteinskim družinam, tako tistim, obravnavanim pri tem
doktorskem delu, kot tudi domenama C2 perforina in D4 CDC-jev, skupna pre-
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Slika 5.3: Topološki diagrami predstavnikov proteinov aktinoporinov (kompleks
StnII-fosforilholin z oznako PDB 1O72), imunoglobulinom podobnih domen C2 per-
forina (oznaka PDB 4Y1T) in D4 listeriolizina O (oznaka PDB 4CDB) ter varia-
bilne domene težke verige imunoglobulina IgGA2 (oznaka PDB 1IGT). Z zelenimi
puščicami so označeni  -trakovi prve  -ploskve in z modrimi  -trakovi druge  -
ploskve, s sivimi cilindri ↵-vijačnice. N in C označujeta N-končni in C-končni del
polipeptidne verige.
kov [37, 88–90]. Čeprav so znotraj obravnavnih družin vezavna mesta porazdeljena
drugače po drugi  -ploskvi, npr. vezavni mesti za fosforilholin pri aktinoporinih in
glukozamin pri proteinih NLP sta v skladu s poravnavo glede na topologijo  -trakov
na popolnoma drugačnih mestih, se obe družini poslužujeta uporabe triptofanskih
preostankov (W110 pri stiholizinu II in W155 pri proteinu NLPPya) za stabilizacijo
z membrano (slika 5.4). To nakazuje na dejstvo, da centralno zvitje  -sendviča s
sposobnostjo vezave na membrane verjetno izhaja iz skupnega prednika, a se je novo
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definirana domena, obravnavana v sklopu tega doktorskega dela, v nekem trenutku








Slika 5.4: Relativna orientacija glede na tarčno membrano (sivo) zgradb aktinopo-
rina stiholizina II v kompleksu s fosforilholinom (oznaka PDB 1O72) in proteina
NLPPya v kompleksu z Mg2+ in glukozaminom (oznaka PDB 5NNW). Zgradbi sta
poravnani glede na topološko ohranjena strukturna motiva i in ii. Z rumeno so
označeni ligandi Mg2+, glukozamin in fosforilholin (POC), z modro  -ploskve in z
rdečo ↵-vijačnice. Triptofanska preostanka, ki sodelujeta pri interakciji z membrano,
sta ustrezno označena pri obeh proteinih.
Zanimivo je tudi dejstvo, da je med predstavniki egerolizinov protein RahU, za ka-
terega je znano, da je med drugim sposoben vezave na ramnolipide [58]. Ramnolipidi
so posebna vrsta lipidov, ki jih proizvaja bakterija Pseudomonas aeruginosa in so
sestavljeni iz ene ali dveh ramnoz, vezanih na maščobno kislino [118]. Ravno ob ne-
uspelem poskusu kokristalizacije proteina RahU z lizofosfatidilholinom smo naleteli
na možno razlago, namreč pridobili smo zgradbo kompleksa proteina RahU z mole-
kulo Tris-a. Molekula Tris-a se veže na drugo stran zanke s W94, kot je predvideno
vezavno mesto za lipide glede na točkovne mutacije proteina PlyA2 na podlagi pri-
merjave aminokislinskih zaporedij z aktinoporini [55]. Vsi aminokislinski preostanki,
ki so jih določili kot ključne za vezavo lipidov, so ohranjeni v proteinu OlyA6, ne pa
v proteinu RahU. Morda lahko prav molekula Tris-a nakazuje na dodatno vezavno
mesto v proteinu, čeprav je ta interakcija biološko nerelevantna.
V splošnem je primerjava tridimenzionalnih zgradb obravnavnih proteinskih
družin pokazala, da je zvitje  -sendviča ugodno za vezavo na površino celic. Vsi pro-
teini so majhni, zato jih organizmi lahko ob potrebi verjetno hitro proizvedejo, in vsi
se učinkovito vežejo na različne komponente membrane. Vezavna mesta v zgradbah
proteinov sicer niso na enakem mestu, so pa ohranjena v smislu načina interakcije
z membrano. A čeprav smo lahko izluščili nekatere skupne značilnosti teh protein-
80 5 Razprava
skih družin, so razlike v vezavnih mestih na atomski ravni prevelike, da bi lahko
enoznačno sklepali na evolucijo. Na podlagi ohranjenosti celotnih zgradb pa lahko
trdimo, da se je po vsej verjetnosti tekom evolucije najprej razvilo vezavno mesto za
lipide, saj so ta topološko precej ohranjena (aktinoporini, aktinoporinom podobni
proteini in egerolizini) (sliki 4.30 in 4.33). Verjetno se je skozi čas iz istega vezav-
nega mesta razvilo prvo vezavno mesto za sladkorje (glivni lektini - vezavno mesto za
T-antigen), nato drugo (glivni lektini - vezavno mesto za N-acetilglukozamin), najka-
sneje pa še vezavno mesto za GIPC-e. Kljub temu hipotezo, da se je vezavno mesto
za sfingomielin razvilo iz vezavnega mesta za sladkorje, ne moremo ne ovreči, ne
potrditi, saj trenutno nimamo dovolj podatkov, ki bi nam to nedvoumno omogočali.
Poglavje 6
Zaključki
V okviru doktorskega dela smo:
- pripravili rekombinantne proteine predstavnikov družine NLP (NLPPya in njegove
mutante ter HaNLP3) in egerolizinov (OlyA, OlyA6, PlyA2 in RahU) ter jih
biofizikalno-kemijsko okarakterizirali;
- z določitvijo zgradb kompleksov proteina NLPPya z glukozaminom oziroma ma-
nozaminom na atomski ravni razložili interakcijo med proteini NLP in sladkornim
delom tarčnega lipida GIPC v membranah rastlinskih celic;
- na podlagi določenih zgradb kompleksov predpostavili mehanizem vezave protei-
nov NLP na površino rastlinskih membran dvokaličnic;
- določili tridimenzionalno zgradbo netoksičnega proteina HaNLP3 in na ravni
strukturno-sekvenčne analize določili regije, ki onemogočajo vezavo na tarčne
membrane in s tem posledično okrnijo toksičnost proteina HaNLP3;
- določili tridimenzionalno zgradbo mutanta NLPPyaP41A,D44N,N48E in skupaj s
študijami termične stabilnosti ugotovili, da je manǰsa nekrotična aktivnost lahko
posledica nižje termične stabilnosti rekombinantno pripravljenih proteinov;
- določili tridimenzionalni zgradbi egerolizinov OlyA6 in RahU, uspešno pa tudi
kristalizirali protein PlyA2;
- določili zgradbo kompleksa proteina RahU in molekule Tris-a, kar bi morda lahko
nakazovalo na dodatno vezavno mesto v egerolizinih;
- na podlagi primerjav že znanih tridimenzionalnih zgradb in novo določenih v
sklopu doktorskega dela proteinskih družin proteinov NLP, egerolizinov, aktinopo-
rinov, aktinoporinom podobnega proteina, termostabilnih direktnih hemolizinov,
glivnih lektinov in proteinov TLP izrisali evolucijsko drevo in opazili ločeno raz-
porejanje proteinov, ki se vežejo na različne komponente membrane, in proteinov,
ki se ne vežejo na membrane;
- s podrobneǰso analizo topoloških diagramov vseh proteinskih družin izluščili struk-
turna motiva dveh paralelnih  -trakov na prvi ploskvi in dveh antiparalelnih  -
trakov na drugi ploskvi ter pokazali neohranjenost lokacije vezavnega mesta;
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- s primerjavo topologij obravnavanih proteinskih družin in imunoglobulinskim zvi-
tjem ugotovili, da je novo definirana domena posebna vrsta  -sendviča in da se je
tekom evolucije prilagodila življenjskim potrebam, a kljub temu obdržala način
prepoznave membrane s pomočjo aromatskih preostankov.
Trenutki podatki ne omogočajo, da bi hipotezo, da se je vezavno mesto za sfingo-
mielin razvilo iz vezavnega mesta za sladkorje, lahko ovrgli. Je pa primerjava ohranje-
nosti zgradb pokazala, da so se aktinoporini verjetno razvili iz proteina, podobnega
Cry34Ab1, in da se je najprej razvilo mesto za lipide (egerolizini, aktinoporini in
njim podobni proteini). Vezavna mesta za lipide so namreč precej bolj ohranjena
kot vezavna mesta za sladkorje (glivni lektini in proteini NLP). Raznolikost vezav-
nih mest ima lahko tudi svoje prednosti pri uporabi teh zgradb za namene sintetske
biologije. S poznavanjem vezavnih mest lahko združimo več vezavnih mest na isto
osnovo  -sendviča, kar bi s pridom lahko uporabili kot dostavne mehanizme ali za
označevanje lipidnih skupkov v membranah pri celični biologiji.
Hipotezo, da je regija med ohranjenima cisteinskima preostankoma v proteinih
NLP ključna za toksično delovanje, lahko ovržemo, saj smo v primeru proteina










Tabela 7.1: Distančna matrika vrednosti 1-TM-score.
EqtII 0,0000 0,0288 0,0102 0,1448 0,2943 0,2986 0,2780 0,2965 0,3034 0,2868 0,2910 0,1930 0,6042 0,6153 0,6079 0,6136 0,3496 0,3445 0,5366 0,5361 0,5043 0,5260 0,5334 0,5249 0,5083 0,5151 0,4951 0,5295 0,4038 0,3386
StnII 0,0288 0,0000 0,0155 0,1510 0,2842 0,2906 0,2742 0,2949 0,3001 0,2860 0,2907 0,1877 0,6064 0,6301 0,6094 0,6109 0,3475 0,3427 0,6007 0,6035 0,5007 0,5863 0,5905 0,5881 0,5055 0,5173 0,4923 0,5288 0,4048 0,3304
FraC 0,0102 0,0155 0,0000 0,1391 0,2948 0,3011 0,2772 0,2919 0,2984 0,2820 0,2869 0,1989 0,6120 0,6295 0,6122 0,6068 0,3538 0,3490 0,5976 0,5965 0,5061 0,5836 0,5862 0,5836 0,5117 0,5177 0,4928 0,5337 0,4055 0,3378
Cry34Ab1 0,1448 0,1510 0,1391 0,0000 0,2285 0,2234 0,1641 0,3006 0,3056 0,2988 0,2981 0,1274 0,5494 0,5456 0,5155 0,5279 0,3289 0,3241 0,3837 0,3892 0,3407 0,3672 0,3768 0,3661 0,3389 0,3555 0,3982 0,3717 0,3640 0,2379
PlyA 0,2943 0,2842 0,2948 0,2285 0,0000 0,0038 0,1124 0,4110 0,4090 0,4088 0,4088 0,2769 0,5922 0,5931 0,5934 0,6011 0,3736 0,3753 0,4010 0,3999 0,3770 0,3754 0,3821 0,3805 0,3686 0,3904 0,4266 0,3916 0,3772 0,1230
OlyA6 0,2986 0,2906 0,3011 0,2234 0,0038 0,0000 0,1131 0,4126 0,4099 0,4102 0,4100 0,2840 0,5912 0,5948 0,5953 0,6008 0,4294 0,4294 0,4065 0,4049 0,3851 0,3811 0,3873 0,3852 0,3761 0,3959 0,4332 0,3974 0,3760 0,1227
RahU 0,2780 0,2742 0,2772 0,1641 0,1124 0,1131 0,0000 0,3983 0,4007 0,3967 0,3960 0,2599 0,5817 0,5758 0,5820 0,5807 0,3949 0,3931 0,4366 0,4388 0,3964 0,4170 0,4220 0,4181 0,3859 0,4155 0,4505 0,4250 0,4009 0,1424
XCL 0,2965 0,2949 0,2919 0,3006 0,4110 0,4126 0,3983 0,0000 0,0464 0,0302 0,0065 0,2638 0,5683 0,5723 0,5680 0,5658 0,3409 0,3424 0,5298 0,5334 0,4894 0,5223 0,5260 0,5142 0,4952 0,5430 0,5375 0,5254 0,4807 0,4540
ABL 0,3034 0,3001 0,2984 0,3056 0,4090 0,4099 0,4007 0,0464 0,0000 0,0130 0,0441 0,2651 0,5625 0,6123 0,5646 0,6084 0,3398 0,3422 0,5229 0,5564 0,4840 0,5167 0,5217 0,5085 0,4876 0,5064 0,5524 0,5189 0,4804 0,4515
SRL 0,2868 0,2860 0,2820 0,2988 0,4088 0,4102 0,3967 0,0302 0,0130 0,0000 0,0260 0,2588 0,6126 0,5776 0,5853 0,6167 0,3352 0,3356 0,5191 0,5225 0,4793 0,5107 0,5154 0,5027 0,4843 0,4994 0,5293 0,5136 0,4744 0,4465
BEL 0,2910 0,2907 0,2869 0,2981 0,4088 0,4100 0,3960 0,0065 0,0441 0,0260 0,0000 0,2613 0,5632 0,5915 0,5636 0,5629 0,3442 0,3447 0,5238 0,5286 0,4827 0,5187 0,5209 0,5093 0,4883 0,5033 0,5478 0,5202 0,4782 0,4501
Nakanori 0,1930 0,1877 0,1989 0,1274 0,2769 0,2840 0,2599 0,2638 0,2651 0,2588 0,2613 0,0000 0,6380 0,6523 0,6455 0,6335 0,3409 0,3442 0,5905 0,6467 0,5591 0,5818 0,6445 0,5781 0,5611 0,5740 0,4948 0,5852 0,4005 0,3349
apoNLPPya 0,6042 0,6064 0,6120 0,5494 0,5922 0,5912 0,5817 0,5683 0,5625 0,6126 0,5632 0,6380 0,0000 0,0793 0,0097 0,0531 0,6148 0,6271 0,6976 0,6927 0,7247 0,7039 0,6972 0,6984 0,7275 0,6988 0,6378 0,7081 0,6043 0,6246
MpNEP2 0,6153 0,6301 0,6295 0,5456 0,5931 0,5948 0,5758 0,5723 0,6123 0,5776 0,5915 0,6523 0,0793 0,0000 0,0700 0,0913 0,6040 0,6190 0,6859 0,6944 0,7187 0,7001 0,7026 0,6939 0,7132 0,6975 0,6350 0,6957 0,5953 0,6279
NLPPya-glukozamin 0,6079 0,6094 0,6122 0,5155 0,5934 0,5953 0,5820 0,5680 0,5646 0,5853 0,5636 0,6455 0,0097 0,0700 0,0000 0,0536 0,6063 0,6171 0,6910 0,6904 0,7182 0,6993 0,6989 0,6990 0,7159 0,7106 0,6409 0,7053 0,6266 0,6308
HaNLP3 0,6136 0,6109 0,6068 0,5279 0,6011 0,6008 0,5807 0,5658 0,6084 0,6167 0,5629 0,6335 0,0531 0,0913 0,0536 0,0000 0,6280 0,6043 0,6966 0,6981 0,7257 0,7042 0,7019 0,7011 0,7279 0,7079 0,6505 0,7200 0,6035 0,6336
TDHV ip 0,3496 0,3475 0,3538 0,3289 0,3736 0,4294 0,3949 0,3409 0,3398 0,3352 0,3442 0,3409 0,6148 0,6040 0,6063 0,6280 0,0000 0,0073 0,5206 0,5210 0,5066 0,5092 0,5157 0,4984 0,5062 0,5188 0,5536 0,5167 0,4456 0,4048
TDHGrh 0,3445 0,3427 0,3490 0,3241 0,3753 0,4294 0,3931 0,3424 0,3422 0,3356 0,3447 0,3442 0,6271 0,6190 0,6171 0,6043 0,0073 0,0000 0,5189 0,5196 0,5066 0,5079 0,5147 0,4964 0,5078 0,5181 0,5507 0,5170 0,4602 0,4053
Act d 2 0,5366 0,6007 0,5976 0,3837 0,4010 0,4065 0,4366 0,5298 0,5229 0,5191 0,5238 0,5905 0,6976 0,6859 0,6910 0,6966 0,5206 0,5189 0,0000 0,0184 0,0907 0,0342 0,0339 0,0259 0,0865 0,0437 0,1837 0,0249 0,2384 0,4635
TLPbanana 0,5361 0,6035 0,5965 0,3892 0,3999 0,4049 0,4388 0,5334 0,5564 0,5225 0,5286 0,6467 0,6927 0,6944 0,6904 0,6981 0,5210 0,5196 0,0184 0,0000 0,0909 0,0255 0,0293 0,0184 0,0819 0,0262 0,1818 0,0214 0,2339 0,4606
Mal d 2 0,5043 0,5007 0,5061 0,3407 0,3770 0,3851 0,3964 0,4894 0,4840 0,4793 0,4827 0,5591 0,7247 0,7187 0,7182 0,7257 0,5066 0,5066 0,0907 0,0909 0,0000 0,1045 0,0935 0,1066 0,0306 0,0926 0,1669 0,1022 0,2264 0,4328
NP24-I 0,5260 0,5863 0,5836 0,3672 0,3754 0,3811 0,4170 0,5223 0,5167 0,5107 0,5187 0,5818 0,7039 0,7001 0,6993 0,7042 0,5092 0,5079 0,0342 0,0255 0,1045 0,0000 0,0082 0,0104 0,0930 0,0646 0,1597 0,0510 0,2174 0,4355
osmotin 0,5334 0,5905 0,5862 0,3768 0,3821 0,3873 0,4220 0,5260 0,5217 0,5154 0,5209 0,6445 0,6972 0,7026 0,6989 0,7019 0,5157 0,5147 0,0339 0,0293 0,0935 0,0082 0,0000 0,0104 0,0870 0,0655 0,1686 0,0515 0,2236 0,4419
PR-5d 0,5249 0,5881 0,5836 0,3661 0,3805 0,3852 0,4181 0,5142 0,5085 0,5027 0,5093 0,5781 0,6984 0,6939 0,6990 0,7011 0,4984 0,4964 0,0259 0,0184 0,1066 0,0104 0,0104 0,0000 0,0985 0,0597 0,1643 0,0469 0,2219 0,4446
Pru Av2 0,5083 0,5055 0,5117 0,3389 0,3686 0,3761 0,3859 0,4952 0,4876 0,4843 0,4883 0,5611 0,7275 0,7132 0,7159 0,7279 0,5062 0,5078 0,0865 0,0819 0,0306 0,0930 0,0870 0,0985 0,0000 0,0871 0,1551 0,0901 0,2201 0,4263
taumatin I 0,5151 0,5173 0,5177 0,3555 0,3904 0,3959 0,4155 0,5430 0,5064 0,4994 0,5033 0,5740 0,6988 0,6975 0,7106 0,7079 0,5188 0,5181 0,0437 0,0262 0,0926 0,0646 0,0655 0,0597 0,0871 0,0000 0,1581 0,0589 0,2199 0,4425
TLXI 0,4951 0,4923 0,4928 0,3982 0,4266 0,4332 0,4505 0,5375 0,5524 0,5293 0,5478 0,4948 0,6378 0,6350 0,6409 0,6505 0,5536 0,5507 0,1837 0,1818 0,1669 0,1597 0,1686 0,1643 0,1551 0,1581 0,0000 0,1733 0,2707 0,4799
zeamatin 0,5295 0,5288 0,5337 0,3717 0,3916 0,3974 0,4250 0,5254 0,5189 0,5136 0,5202 0,5852 0,7081 0,6957 0,7053 0,7200 0,5167 0,5170 0,0249 0,0214 0,1022 0,0510 0,0515 0,0469 0,0901 0,0589 0,1733 0,0000 0,2275 0,4512
MoHrip2 0,4038 0,4048 0,4055 0,3640 0,3772 0,3760 0,4009 0,4807 0,4804 0,4744 0,4782 0,4005 0,6043 0,5953 0,6266 0,6035 0,4456 0,4602 0,2384 0,2339 0,2264 0,2174 0,2236 0,2219 0,2201 0,2199 0,2707 0,2275 0,0000 0,3888
IP-1A 0,3386 0,3304 0,3378 0,2379 0,1230 0,1227 0,1424 0,4540 0,4515 0,4465 0,4501 0,3349 0,6246 0,6279 0,6308 0,6336 0,4048 0,4053 0,4635 0,4606 0,4328 0,4355 0,4419 0,4446 0,4263 0,4425 0,4799 0,4512 0,3888 0,0000
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Tabela 7.2: Kristalografska tabela za zgradbi kompleksov NLPPya-glukozamin in
NLPPya-manozamin.
NLPPya-glukozamin NLPPya-manozamin
oznaka PDB 5NNW oznaka PDB 5NO9
difrakcijski podatki
prostorska skupina C2221 C2221
dimenzija osnovne celice
a, b, c (Å) 115,0, 122,3, 121,1 115,0, 122,3, 121,1
↵,  ,   ( ) 90,0, 90,0, 90,0 90,0, 90,0, 90,0
ločljivost (Å) 49,09-1,54 43,03-1,75
Rmeasa (%) 6,5 (61,8) 11,7 (87,1)
I/ I 17,75 (2,26) 11,63 (2,19)
CC1/2
a 99,9 (79,4) 99,7 (80,9)
popolnosta (%) 98,2 (89,3) 99,5 (98,3)
redundancaa 6,2 (4,4) 6,7 (6,7)
število unikatnih refleksij 123.317 85.943
piljenje
ločljivost (Å) 36,62-1,54 36,59-1,75
število refleksij 123.279 85.885
Rwork/Rfreea 17,4/19,4 (28,4/32,7) 17,5/20,3 (26,9/28,3)
število atomov
protein 6409 6422
ligand (sladkor) 12 12




ligand (sladkor) 54,1 70,5
ion (Mg2+) 23,6 32,4
voda 27,5 30,2
RMSD
dolžina vezi (Å) 0,006 0,006
kot vezi ( ) 0,830 0,810
Ramachandranov diagram
ugodni delež (%) 98 98
dovoljen delež (%) 2 2
delež odstopanj (%) 0 0
a V oklepaju so vrednosti lupine z največjo ločljivostjo.
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prostorska skupina P212121 P422
dimenzija osnovne celice
a, b, c (Å) 44,7, 48,9, 112,3 87,4, 87,4, 116,0
↵,  ,   ( ) 90,0, 90,0, 90,0 90,0, 90,0, 90,0
ločljivost (Å) 44,70-2,00 42,17-1,91
Rmeasa (%) 18,9 (33,0) 24,3 (104,3)
I/ I 8,5 (5,4) 9,3 (2,9)
CC1/2
a 97,9 (94,2) 99,3 (87,7)
popolnosta (%) 94,0 (99,3) 100,0 (99,9)
redundancaa 6,2 (6,4) 12,9 (10,6)
število unikatnih refleksij 16.265 35.569
piljenje
ločljivost (Å) 44,70-2,00 42,17-1,91
število refleksij 16.265 35.501











ion (Ca2+/Mg2+) 47,7 27,7
voda 32,8 26,8
RMSD
dolžina vezi (Å) 0,008 0,007
kot vezi ( ) 1,180 1,047
Ramachandranov diagram
ugodni delež (%) 95,3 96,6
dovoljen delež (%) 4,7 2,9
delež odstopanj (%) 0 0,5
a V oklepaju so vrednosti lupine z največjo ločljivostjo.
88 7 Dodatek




prostorska skupina C2 C2
dimenzija osnovne celice
a, b, c (Å) 88,2, 48,0, 40,6 88,3, 48,1, 40,4
↵,  ,   ( ) 90,0, 110,3, 90,0 90,0, 110,2, 90,0
ločljivost (Å) 34,58-1,30 41,26-1,13
Rmeasa (%) 10,4 (59,9) 4,4 (43,7)
I/ I 12,4 (3,0) 17,2 (3,2)
CC1/2
a 99,6 (86,3) 99,9 (89,7)
popolnosta (%) 95,3 (83,0) 98,9 (96,5)
redundancaa 6,5 (5,4) 3,3 (3,0)
število unikatnih refleksij 37.502 57.675
piljenje
ločljivost (Å) 30,82-1,35 41,25-1,14
število refleksij 34.042 57.650










dolžina vezi (Å) 0,006 0,005
kot vezi ( ) 0,974 1,000
Ramachandranov diagram
ugodni delež (%) 98,5 98,5
dovoljen delež (%) 1,5 1,5
delež odstopanj (%) 0 0
a V oklepaju so vrednosti lupine z največjo ločljivostjo.
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a, b, c (Å) 54,1, 128,5, 127,2
↵,  ,   ( ) 90,0, 93,7, 90,0
ločljivost (Å) 48,56-2,50




popolnosta (%) 99,5 (98,3)
redundancaa 3,4 (3,2)












dolžina vezi (Å) 0,008
kot vezi ( ) 1,128
Ramachandranov diagram
ugodni delež (%) 95,9
dovoljen delež (%) 3,6
delež odstopanj (%) 0,5
a V oklepaju so vrednosti lupine z največjo ločljivostjo.
90 7 Dodatek
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PLANT BIOLOGY
Eudicot plant-specific sphingolipids
determine host selectivity of
microbial NLP cytolysins
Tea Lenarčič,1* Isabell Albert,2* Hannah Böhm,2* Vesna Hodnik,1,3* Katja Pirc,1
Apolonija B. Zavec,1 Marjetka Podobnik,1 David Pahovnik,4 Ema Žagar,4 Rory Pruitt,2
Peter Greimel,5,6 Akiko Yamaji-Hasegawa,5,7 Toshihide Kobayashi,5,8
Agnieszka Zienkiewicz,9,10 Jasmin Gömann,9,10 Jenny C. Mortimer,11,12 Lin Fang,11,12
Adiilah Mamode-Cassim,13 Magali Deleu,14 Laurence Lins,14 Claudia Oecking,2
Ivo Feussner,9,10 Sébastien Mongrand,13 Gregor Anderluh,1† Thorsten Nürnberger2†
Necrosis and ethylene-inducing peptide 1–like (NLP) proteins constitute a superfamily of
proteins produced by plant pathogenic bacteria, fungi, and oomycetes. Many NLPs are
cytotoxins that facilitate microbial infection of eudicot, but not of monocot plants. Here, we
report glycosylinositol phosphorylceramide (GIPC) sphingolipids as NLP toxin receptors.
Plant mutants with altered GIPC composition were more resistant to NLP toxins. Binding
studies and x-raycrystallography showed thatNLPs formcomplexeswith terminalmonomeric
hexose moieties of GIPCs that result in conformational changes within the toxin. Insensitivity
to NLP cytolysins of monocot plants may be explained by the length of the GIPC head
groupand the architecture of theNLPsugar-binding site.Weunveil early steps inNLPcytolysin
action that determine plant clade-specific toxin selectivity.
N
ecrosis and ethylene-inducing peptide
1–like (NLP) proteins are produced by bac-
terial, fungal, and oomycete plant patho-
gens, includingPectobacterium carotovorum,
Botrytis cinerea, andPhytophthora infestans,
the causal agent of the Great Irish Famine (1).
Many NLPs are necrotizing cytolytic toxins
(cytolysins) that facilitate infection of eudicot
plants, but not monocot plants (1, 2). The basis
for host selectivity of cytolytic NLPs and their
mode of action has remained obscure. We have
used Phytophthora parasitica NLPPp and Pythium
aphanidermatum NLPPya proteins, which have
similar folds and cytolytic activities (fig. S1) (3), to
identify and characterize the NLP toxin receptor.
NLPs are secreted into the extracellular space
of host plants and target the outer leaflet of the
plant plasma membrane (1, 4). Cyanine3-labeled
NLPPp boundArabidopsis protoplasts and caused
cell collapsewithin 10minupon treatment (Fig. 1A).
Fluorescent calcein–loaded Arabidopsis plasma
membrane vesicles are susceptible to NLP treat-
ment (3). Because vesicle pretreatment with pro-
teases did not affect NLP cytolytic activity, we
concluded that the NLP toxin receptor is not a
protein (fig. S2).
NLP tertiary structures resemble those of cyto-
lytic actinoporins (3, 5, 6). Because these toxins
target metazoan-specific sphingomyelin (7), we
assumed that NLPs target plant-specific sphin-
golipids. We separated tobacco leaf sphingo-
lipids by means of high-performance thin-layer
chromatographyand,upon incubationwithNLPPya,
detected a single NLPPya-binding spot (Fig. 1B).
Mass spectrometric analysis of this material re-
vealed a glycosylinositol phosphorylceramide
(GIPC) featuring trihydroxylated,monounsaturated
long-chain bases and 2-hydroxylated very-long-
chain fatty acids (20 to 26 C-atoms) (Fig. 1C).
GIPCs are sphingolipids found in plants, fungi,
and protozoa (8, 9). Plant GIPCs consist of inositol
phosphorylceramide (IPC) linked to glucuronic
acid (GlcA-IPC) and terminal sugar residues (Fig.
1D), which vary between plants and plant tissues
(8–10). Here, we identified glucosamine (GlcN)
(Fig. 1C) andN-acetylglucosamine (fig. S3) as sugar
head groups of NLPPya-binding GIPCs.
NLPPya bound purified tobacco GIPCs but not
unrelated sphingolipids or phospholipids (Fig. 1B).
To substantiate the NLP-GIPC interaction, we per-
formed a sedimentation assay usingmultilamellar
vesicles composed of 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine (POPC) and tobacco
leaf GIPCs. NLPPya bound to GIPC-containing
vesicles but not to those containing POPC only
(Fig. 2A). To quantify NLP-GIPC interactions, we
conducted surface plasmon resonance assayswith
GIPCs from eudicot plantsArabidopsis, cauliflower,
or tobacco. NLPPp or NLPPya bound to all GIPC
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Fig. 1. Plasma membrane GIPCs are NLP targets. (A) Lysis of Arabidopsis
protoplasts treated with Cyanine3 (Cy3)–labeled NLPPp or Cy3 (control). One of
three experiments with similar results is shown. (B) Lipid blotting reveals
binding of NLPPya to tobacco leaf GIPCs. GM1, monosialotetrahexosylganglioside;
Glc-Cer, glucosyl ceramide; SM, sphingomyelin; POPC, 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine. (C) Electrospray ionization mass spectrometry
(ESI-MS)/MS fragmentation pattern of tobacco HexNGlcA-IPC isolated from the
NLP-reactive thin layer chromatography spot and (D) its schematic represen-












preparations with dissociation constants (Fig. 2B
and fig. S4) similar to NLP concentrations re-
quired to cause leaf necrosis (fig. S1D) (3). Soluble
Arabidopsis GIPCs also bound chip-immobilized
NLPPya, butmetazoan sphingomyelin and POPC
did not (fig. S5). Preincubation of NLPPp with
GIPCs reduced its cytolytic activity in a GIPC-
concentration–dependentmanner (Fig. 2C). This
suggests that saturating the toxin with its recep-
tor prevented vesicle lysis, implying physical in-
teraction between NLP and its receptor, GIPC.
We next assayed whether NLPPya can bind free
sugars corresponding to the terminal saccharides
found in tobaccoGIPCheadgroups.NLPPya bound
GlcNand its epimermannosamine (ManN) (Fig. 3A
and fig. S6A), but at concentrations higher than
those required to bind intact GIPCs (Fig. 2B).
To address how GIPC hexoses contact NLP
toxins, we determined crystal structures of NLPPya
in complex with either GlcN or ManN (Fig. 3B,
figs. S6B and S7, and table S1). In both cases, we
found electron density indicating a bound sug-
ar in one out of four polypeptide chains in the
Lenarčič et al., Science 358, 1431–1434 (2017) 15 December 2017 2 of 4
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Fig. 2. Binding of NLP proteins to plant
GIPCs. (A) NLPPya binding to POPC and POPC-
GIPCs 1:1 (m:m) multilamellar vesicles
monitored by means of liposome sedimenta-
tion. Pel, pellet; Sup, supernatant. (B) Surface
plasmon resonance analysis of NLPPp or NLPPya
binding to GIPCs (n = 3). (C) Cauliflower
GIPC-mediated inhibition of NLPPp-induced
(100 nM) calcein release from purified Arabidopsis
plasma membrane vesicles. GIPCs:NLPPp molar
ratios are given. Values represent means ± SD of
three replicates.






































































Fig. 3. Structural and functional analysis of a GlcN-NLPPya complex. (A) Surface plasmon
resonance analysis of GlcN binding (5 mM to 78.1 mM, from top to bottom in twofold dilutions) to
immobilized NLPPya. (B and C) Structural comparison of apo-NLPPya (gray) and GlcN-NLPPya
complex (orange). (B) GlcN is displayed in green sticks. Loops at the bottom are designated as L1,
L2, and L3. Mg2+ ions are shown in magenta spheres: state 1, position in apo-NLPPya; state 2,
positions in other three polypeptide chains from the asymmetric unit that did not bind hexose;
state 3, position in Glc-N-bound NLPPya. (C) Amino acids involved in Mg
2+ coordination and GlcN
binding and residue W155 are shown in sticks. (D and E) Conformational changes presented by
protein surfaces. (D) apo-NLPPya structure (gray). (E) GlcN-bound form of NLPPya (orange).
Mg2+ and GlcN are as in (C), and W155 is depicted as a blue surface. (F) Tobacco leaf necroses
caused by wild-type NLPPya and NLPPya mutant proteins (200 nM). (G) Quantification of cell death
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asymmetric unit. Higher B-factors for the sugar
atoms relative to the protein atoms suggest partial
occupancy of the sugar, which is consistent with
low-affinity binding tomonomeric sugars (Fig. 3A,
figs. S6A and S7, and table S1). The overall fit
between structures was high [root mean square
deviation values for apoprotein (apo)–NLPPya
and GlcN-NLPPya or ManN-NLPPya-complexes are
0.56 and 0.55 Å, respectively], but we observed
structural changes attributable to sugar binding
(Fig. 3, B and C, and fig. S6, B and C). Hexose
moieties bound to an elongated crevice between
loops L2 and L3, adjacent to a bound Mg2+-ion
crucial forNLPPya cytotoxicity (Fig. 3C and fig. S6C)
(3). Sugarbinding inducesa conformational change
in loop L3, causing widening of the L2-L3 crevice
andmovement of Mg2+ toward the center of the
protein relative to its position in apo-NLPPya
[Protein Data Bank (PDB) 3GNZ] (Fig. 3, B to E,
and fig. S6, B and C) (3). L3 loops of sugar-free
NLPPya chains within the same asymmetric unit
exhibited conformations similar to that of
apo-NLPPya (fig. S6D). Conformational rearrange-
ments within hexose-bound NLPPya suggest that
a portion of the GIPC head group is accommo-
dated within the protein (Fig. 3, D and E, and
fig. S6C). Residue W155 is placed at the bottom of
loop L3 close to the hexose-binding site (Fig. 3, C
to E). NLPPya W155A mutant protein exhibited
neither binding to GIPCs (fig. S8) nor cytotoxic
activity (Fig. 3, F andG and fig. S9), suggesting the
involvement of this hydrophobic residue in inter-
action with the membrane. (Single-letter abbrevi-
ations for the amino acid residues are as follows:
A, Ala; C, Cys; D, Asp; E, Glu; F, Phe; G, Gly; H,
His; I, Ile; K, Lys; L, Leu; M, Met; N, Asn; P, Pro;
Q, Gln; R, Arg; S, Ser; T, Thr; V, Val; W, Trp; and
Y, Tyr. In the mutants, other amino acids were
substituted at certain locations; for example,
W155A indicates that tryptophan at position
155 was replaced by alanine.)
Translational movement of Mg2+ affects its
coordination. In apo-NLPPya,Mg
2+ is octahedrally
coordinated by D93 and D104, and via four water
molecules, with side chains of residues H101, E106,
D158, and the main-chain carbonyl of H159 (fig.
S10A and table S2) (3). Upon binding of either
GlcN or ManN, Mg2+ is shifted 2.9 Å closer to
E106 and becomes directly coordinated by E106
and theH159main-chain carbonyl, whereasD93,
D104, D158 side chains, and the A127 carbonyl
group coordinate Mg2+ indirectly via four water
molecules (fig. S10, B and C). The hexose is posi-
tioned betweenH101 andD158 side chains (Fig. 3C
and fig. S6C), preventing interaction with Mg2+.
Mutations in D93, H101, D104, and E106 impair
NLP cytotoxicity andmicrobial infection (3), which
can now be explained by our structural insights.
Replacement of charged D158 with A158 did
not compromise NLP cytotoxic activity, but mu-
tation to hydrophobic F158 and L158 or charged
E158 and K158 residues reduced NLP cytotoxicity
(Fig. 3, F and G, and fig. S9). Space constraints in
the hexose-binding cavity of these NLPPya mutants
probably hinder interaction with GIPC hexose
head groups. Again, hexose-NLPPya structures sug-
gest an interpretation for the loss of function
because D93, D104, and E106 are involved in
Mg2+-binding, whereas H101 and D158 are en-
gaged in hexose binding (Fig. 3C; figs. S6C and
S10, B and C; and table S2).
Unlike tobacco, Arabidopsis GIPC terminal
sugars are mannose or glucose (8, 10). To corrob-
orate the role of GIPC hexose head groups in NLP
function, we pretreated calcein-loadedArabidopsis
plasma membrane vesicles with a-glucosidase
or a-mannosidase before addition of NLPPya.
NLPPya caused calcein release from mock-treated
vesicles, whereas calcein release from enzyme-
treated vesicles was reduced (Fig. 4A). Vesicle
pretreatment with b-glucosidase did not impair
NLP toxicity (Fig. 4A). Thus, plant surface-exposed
sugar residues are important for NLP toxicity.
Galanthus nivalis agglutinin (GNA), a mannose-
specific lectin (11), partially blocked NLP-mediated
membrane damage, whereas galactose-specific
soybean agglutinin (SBA) did not (Fig. 4B). This
suggests that a mannose-specific lectin and
NLPPya compete for binding to the NLP receptor.
Plants with completely disabled GIPC bio-
synthesis pathways are either nonviable or display
developmental defects (9, 10). Consequently, we
used Arabidopsis mutants with reduced GIPC
levels (fig. S11) to assess NLP sensitivity. NLPPya
infiltration into leaves of ceramide synthase mu-
tant loh1 (LONGEVITYASSURANCE1HOMOLOG1)
(12) caused less cell death than in wild type (Fig.
4C), suggesting that lower GIPC levels promote
increased toxin tolerance. GIPCs fromArabidopsis



























































































































































































































Fig. 4. Series A GIPCs determine NLP cytotoxicity. (A) Calcein-filled Arabidopsis plasma
membrane vesicles pretreated (1 hour) with a-glucosidase, a-mannosidase, or b-glucosidase before
addition of NLPPya or water (control). Values represent means ± SD of three replicates. Student’s
t test analyses (**P < 0.01, ***P < 0.001). (B) Cell death (quantified by means of ion leakage)
in Arabidopsis Col-0 leaves treated for 6 hours with water (control) or NLPPya with and without
mannose-specific GNA or galactose-specific SBA. Values are means ± SD of three replicates.
Student’s t test analyses (*P < 0.05). (C) (Top) Arabidopsis loh1 and fah1fah2 plants. (Middle) Cell
death (Trypan blue) staining of leaves after infiltration of NLPPp or water (control). (Bottom) Cell
death (quantified by means of ion leakage) in Arabidopsis Col-0 leaves treated with NLPPya or water
(control). Values are means ± SD of three replicates. (D) NLPPya (1 mM)–mediated plant leaf
necrosis (top). Images were taken 48 hours after infiltration. GIPC quantification (bottom) is as in
(17) and the supplementary materials. One of three experiments with similar results is shown.
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gonst1 mutants lacking mannosylation (13) were
less efficient in vesicle protection assays (fig. S12),
implying reducedNLPbinding.ArabidopsisFATTY
ACIDHYDROXYLASE (FAH)mutant fah1fah2 (14)
has reduced GIPC content (fig. S11) and altered
plasma membrane organization (fig. S13), as ob-
served in rice (15). When treated with NLPPp,
fah1fah2mutants exhibited enhanced NLP toxin
tolerance (Fig. 4C), suggesting that intact GIPCs
or ordered plasma membranes are required for
NLP cytotoxicity.
Of the twomajor clades of angiosperms, mono-
cots and eudicots, only eudicots are sensitive to
NLPs (1, 2, 16). Monocot GIPCs often carry three
hexose units linked to IPC (series B GIPC),
whereas eudicot GIPCs carry only two (series A
GIPC) (17). Monocot Phalaenopsis species rep-
resent an exception in producing both series A
GIPCs and series B GIPCs (Fig. 4D) (17). Unlike
other monocots tested, P. amabilis developed
necrotic lesions uponNLPPya treatment (Fig. 4D).
Thus, it is series A GIPCs that determine plant
clade-specific NLP toxin sensitivity.
NLPPya and NLPPp bind to monocot and
eudicot-derived GIPCs with similar affinities
(Fig. 2B and fig. S14). This is conceivable because
both GIPC types carry terminal hexose residues
(17). In model lipid membranes, both GIPCs oc-
cupy similar surface areas, despite their different
hexose chain lengths (fig. S15A). This is in agree-
ment with computer simulations, suggesting a
similar perpendicular arrangement of series A
(8) and B GIPCs. Thus, the terminal hexose res-
idue in series B GIPCs is located further away
from the membrane surface than that in series A
(fig. S15B).
Microbial toxins affecting vertebrate or insect
hosts often bind to glycosylated lipid receptors
(18, 19). We show that this mode of toxin action
extends to plant hosts and that conformational
changes upon binding of NLPs to GIPC sugars
facilitate cytotoxicity in a manner that differs
from those of other cytolysins (5). AlthoughGIPC
sphingolipids are abundant in plants (8, 10), only
eudicot and not monocot plants are sensitive
to NLP cytolysins (1, 2, 16). We found the expla-
nation to lie in the presence of series A GIPCs.
Monocots that lack series A GIPCs are indeed
insensitive to NLP cytolysins, but exceptions that
produce both series A and B GIPCs were sen-
sitive. Series A- and B-type GIPCs carry terminal
hexose residues, but in different numbers (8, 17).
Binding of NLPs to series B GIPC trisaccharide
terminal sugars would result in more distant
positioning of the L3 loop relative to the plant
membrane, impeding NLP insertion into the
plasma membrane. Thus, the difference in plant
sensitivity to NLP cytolysins is explained by the
length of GIPC head groups and the architecture
of the NLP sugar-binding site, which also ex-
cludes the branched sugar head groups found in
higher-series GIPCs (8, 20).
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